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1 Einführung 
 
In jüngster Zeit werden mit der dynamischen Entwicklung der zellulären Therapien 
und der regenerativen Medizin auch Materialien für künstliche Zellträgerstrukturen 
(sogenannte  Scaffolds)  immer  wichtiger,  die  im  Sinne  eines  ‚Tissue  Engineering’ 
Vermehrung  und  Differenzierung  von  Zellen  in  vitro  oder  in  vivo  gezielt 
beeinflussen lassen.1,2,3 Während für medizinische Anwendungen bisher zugelassene 
Materialien  hinsichtlich  der  Eigenschaften  ihrer  Volumenphasen  (insbesondere 
mechanische  Eigenschaften)  oft  recht  gut  den  Produktanforderungen  entsprechen, 
müssen  die  Bioverträglichkeit  (Biokompatibilität)  und  das  Gewährleisten 
biospezifischer  Funktionalitäten  der  Materialgrenzflächen  trotz  intensiver 
Forschungsarbeiten  noch  als weitgehend  ungelöste  Probleme  angesehen werden.4 
Der  Aufklärung  von  Grundmustern  der  Wechselwirkung  zwischen  biologischen 
Organismen  und Materialgrenzflächen  und,  davon  ausgehend,  der  Steuerung  der 
Bioverträglichkeit  und  des  Funktionsprofils  von  Materialien  durch  gezielte 
Grenzflächengestaltung,  kommt  daher  ‐ gerade  im  Licht  des  rasanten 
Erkenntnisfortschrittes  der  Lebenswissenschaften ‐  eine  zentrale  Bedeutung  zu.  In 
diesem Zusammenhang werden verschiedenste Verfahren zur oberflächenselektiven 
Modifizierung  bzw.  Beschichtung  von  in  der  Medizintechnik  etablierten 
Basismaterialien  entwickelt,  wobei  die  Imitation  der  Schlüsseleigenschaften  von 
‚natürlichen Oberflächen’  durch  die Ankopplung  von  Biopolymeren  und  anderen 
bioaktiven  Molekülen  eine  besonders  wichtige  Rolle  spielt.  Hierfür  werden 
möglichst  vielseitig  anwendbare  Technologien  benötigt,  die  einerseits  für 
verschiedenste  Basismaterialien  geeignet  sind  und  andererseits  eine  definierte 
Veränderung molekularer  Signale  (z.B.  durch  die  Variation  der  Anbindungsform 
oder durch laterale Mikrostrukturierung) erlauben.  
Für  die  Nutzung  von  Stammzellen  aus  dem  Knochenmark  in  hämatologisch‐
onkologischen Therapien sowie in den zahlreichen in  jüngster Zeit vorgeschlagenen 
Konzepten  der  regenerativen Medizin  kommt  der  Vermehrung  von  Stammzellen 
in vitro  erhebliche  Bedeutung  zu.5  In  der  Regel  führen  jedoch  konventionelle 
Kulturbedingungen zu einem raschen Ausreifen der Zellen. Durch gezielte Synthese 
neuer Kulturträgermaterialien  soll dies verhindert werden. Man  stellt dabei an die 
Kulturträger die Forderung, wichtige Charakteristika des natürlichen Mikromilieus 
der Stammzellen so zu  imitieren, dass eine Vermehrung der Zellen unter möglichst 
weitgehender  Beibehaltung  ihres  Potentials  zur  Bildung  verschiedener  Zelltypen 
gewährleistet  wird.  Offenbar  haben  sowohl  die  durch  Biopolymere  der 
                                                 
1 Kale, S.; Biermann, S.; Edwards, C.; Tarnowski, C.; Morris, M.; Lo, W. Nature Biotechnology 2000, 18, 
954 
2 Lanza, R. P.; Langer, R.; Chick, W. L. (eds.) San Diego/Austin: Academic Press/Landes Bioscience 2000, 
808 
3 Shoichet, M. S.; Hubbell, J. A. (eds.) Polymers for tissue engineering, Utrecht: VSP 1998, 434 
4 Klinkmann, H.; Davison, M. Nephrol. Dial. Transplant. 1994, 9 
5 Shih, C. C.; Di Giusto, D.; Forman, S. J. J. Hematother Stem Cell Res 2000, 9, 621 
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extrazellulären Matrix  vermittelte  Adhäsion  der  Zellen  als  auch  in  diese Matrix 
eingebundene  Wachstums‐  und  Differenzierungsfaktoren  einen  Einfluss  auf  die 
Konservierung des gewünschten Eigenschaftsprofils der Zellen.  
 
Thermisch  schaltbare Zellkultursubstrate  erfreuen  sich  immer größerer Beliebtheit. 
Im  Gegensatz  zu  den  bisher  etablierten  Methoden  zum  Ernten  von  Zellen  und 
Zellrasen,  Abtrypsinieren  bzw.  mechanische  Methoden,  bietet  der  thermisch 
induzierte Erntevorgang verschiedene Vorteile. Es werden alle Zellen, die auf einem 
Substrat kultiviert wurden, geerntet, ohne  einige ganz oder  teilweise zu zerstören. 
Außerdem  wird  vermutet,  dass  sich  die  Zellen  mitsamt  ihrem  extrazellulären 
Geflecht  aus Matrixproteinen  ablösen  lassen  und  so  nach  ihrem Ablösen  in  ihrer 
natürlichen  Umgebung  verbleiben.  Dieser  Umstand  ist  von  grundlegender 
Bedeutung,  da  solche  Zellen  bei  einer  Transplantation  höhere Überlebenschancen 
besitzen. 
Die Herstellung solcher schaltbaren Zellkultursubstrate wird mit Hilfe so genannter 
thermisch  schaltbarer Polymere  realisiert, welche  in dünnen Schichten aufgebracht 
werden.  Diese  bieten  unter  Zellkulturbedingungen  eine  ausreichen  hydrophobe 
Oberfläche  zum  Kultivieren  von  Zellen,  welche  durch  Abkühlen  (thermischer 
Stimulus) aufquillt und damit vollständig hydrophil wird, wodurch die Zellen die 
Verbindung zum Substrat lösen und sich ablösen (lassen). 
Es  ist aber nötig, diese Zellkultursubstrate den speziellen Anforderungen einzelner 
Zelllinien bzw. Zelltypen anpassen zu können.  
Heutige Synthesestrategien erlauben es u. a., thermisch schaltbare Polymere definiert 
herzustellen,  wodurch  gezielt  Einfluss  auf  Architektur  und  Zusammensetzung 
genommen werden kann.  
Weiteren Einflussfaktoren auf das Wachstum bzw. Ablösen von Zellen auf bzw. von 
solchen  Substraten  sind  neben  Polymercharakteristik  auch  Peptide,  Proteine  oder 
Wachstumsfaktoren,  welche  an  solche  Substrate  voradsorbiert  bzw.  angebunden 
werden können. 
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2 Zielsetzung 
 
Ziel  dieser  Arbeit  ist  die  Herstellung  thermisch  schaltbarer  Polymere  für  die 
Anwendung in Zellkultursubstraten und deren Charakterisierung.  
Zur  Herstellung  von  definierten  Polymeren  und  Polymerarchitekturen  ist  die 
kontrolliert  radikalische  Methode  des  RAFT‐Prozesses  einzusetzen.  Dazu  nötige 
niedermolekulare  Kettenübertragungsreagenzien  sind  zu  synthetisieren.  Die 
kontrolliert  hergestellten  Polymere,  Copolymere  und  Blockcopolymere  sind 
entsprechend  zu  charakterisieren.  Durch  Auswahl  geeigneter  funktionaler 
Monomere und Comonomere  ist eine Schalttemperatur des Zellkultursubstrats von 
~37°C einzustellen. Die Herstellung der dünnen  thermosensitiven Schichten erfolgt 
mit Hilfe eines Niederdruckplasmas. 
Die  erzeugten  Hydrogelschichten  sind  in  ersten  Zellversuchen  auf  Toxizität  und 
Funktionalität  zu  überprüfen.  Die  Zellkultursubstrate  sind  hinsichtlich  ihres 
Verhaltens  während  eines  thermischen  Stimulus  zu  charakterisieren  (Quellung, 
Hydrophilie/Hydrophobie).  Der  Einfluss  eines  Temperaturstimulus  auf  die 
gequollenen  Schichten  ist  dafür  mit  Hilfe  der  Ellipsometrie  zu  untersuchen,  die 
Oberflächeneigenschaften sind durch Kontaktwinkelmessungen zu beschreiben.  
Weitergehende  Zellversuche  mit  speziellen  tierischen  bzw.  humanen  Zelllinien 
sollen die breite Anwendbarkeit des Systems verdeutlichen. Durch Untersuchungen 
des  Verhaltens  von  extrazellulären  Matrixproteinen  (Fibronektin;  Laminin; 
Kollagen I, IV)  vor,  während  bzw.  nach  einem  Schaltvorgang  sollen  die 
Mechanismen des Zellablösens besser verstanden werden, um die Eigenschaften des 
Polymergels  anpassen  zu  können. Dazu werden  die  für  die Adhäsion  der  Zellen 
verantwortlichen  Matrixproteine  markiert  und  ihr  Einbau  in  die  extrazelluläre 
Matrix sowie das Verhalten während eines Temperaturstimulus verfolgt.  
In  Zusammenarbeit  mit  der  Augenklinik  Dresden  ist  die  Anwendbarkeit  des 
entwickelten  Systems  für  korneale  Endothelzellen  (HCEC)  zu  testen  und 
weitergehend zu untersuchen. 
Durch  die  beschriebene  Vorgehensweise  sollten  am  Ende  dieser  Arbeit  dünne 
thermisch schaltbare Hydrogelschichten für die Verwendung als Zellkultursubstrate 
zur  Verfügung  stehen.  Durch  die  Untersuchung  der  Vorgänge  während  des 
Ablösens  eines  Zellrasens  von  der  Oberfläche  sollten  grundlegende  Vorgänge 
verstanden  werden.  Somit  soll  es  möglich  werden,  dieses  System  weiter  zu 
optimieren  und  an  gestellte  Anforderungen  anzupassen,  damit  letztendlich  ein 
entscheidender  Fortschritt  in  Bereich  der  hämatologisch‐onkologischen  Therapien 
erreicht werden kann. 
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3 Einleitung 
 
 
3.1 Thermisch schaltbare Zellkultursubstrate 
 
Die Entwicklung von Biomaterialien6,13 für die Verwendung  innerhalb der täglichen 
klinischen  Arbeit  ist  Gegenstand  zahlreicher  Forschungen7.  Dabei  liegt  ein 
besonderes  Augenmerk  in  der  Erforschung  von  künstlichen  Geweben  oder 
Gewebeersatzstoffen.  Sensitive  Polymere  werden  dabei  z. B.  zur  Bildung  von 
künstlichen Geweben innerhalb des Körpers durch Autoaggregation verwendet.8 So 
können  diese  durch  die  Besiedlung mit  körpereigenen Zellen  kranke Gewebeteile 
ersetzen.  
Ein weiteres Anwendungsgebiet  von  thermisch  schaltbaren Hydrogelen  ist  neben 
dem  Einsatz  als  Biosensor,  Biokatalysator  oder  zur  kontrollierten  Freisetzung  von 
Wirkstoffen9,10  der  Einsatz  als  Zellkultursubstrat.11,12,13  Hier  spielen  vor  allem  die 
Wechselwirkungen der extrazellulären Matrix (ECM) der Zellen mit dem thermisch 
schaltbaren Zellkultursubstrat eine bedeutende Rolle. 
Es  konnte  bereits  eine  Vielzahl  von  Zelltypen  und  Zelllinien  auf  thermisch 
schaltbaren  Hydrogelen  erfolgreich  kultiviert  werden.  Es  sind  auch  bereits  erste 
schaltbare  Kultursubstrate  kommerziell  erhältlich.14  Die  für  die  Verwendung  als 
schaltbare  Kultursubstrate  notwendigen  Beschichtungen  werden  von  den 
Forschergruppen auf unterschiedlichste Weise hergestellt. So sind Methoden durch 
Plasmapolymerisation15,  Plasmaimmobilisation21,  Elektronenbestrahlung14  und 
„Grafting‐from“‐Technik16 publiziert. 
 
Die Verbindung zwischen  schaltbarem Substrat und  jeder einzelnen Zelle wird bei 
der Adhäsion und damit auch bei der Desorption über die extrazelluläre Matrix der 
Zellen  verwirklicht.  Die  ECM  wird  dabei  von  den  Zellen  selbst  exprimiert  und 
organisiert.  
                                                 
6 Ratner, B. D.; Bryant, S. J. Ann. Rev. Biomed. Eng. 2004, 6, 41‐75 
7 Langer, R.; Peppas, N. A. Bioeng., Food, a. Natural Prod. 2003, 49, 2990‐3006 
8 Ohya, S.; Nakayama, Y.; Matsuda, T. J. of Artif. Organs 2004, 7, 181‐186 
9 Roy, I.; Gupta, M. N. Chem. Biol. 2003, 10, 1161 
10 Hoffman, A. S. in Controlled Drug Delivery (Ed. K. Park), Am. Chem. Soc., Washington, DC 1997, 485 
11 Canavan, H. E.; Cheng, X.; Graham, D. J.; Ratner, B. D.; Castner, D. G. Langmuir 2005, 21, 1949‐1955 
12 Kushida, A.; Yamaato, M.; Konno, C.; Kikuchi, A.; Sakurai, Y.; Okano, T. J. Biomed. Mater. Res. 1999, 
45, 355‐362 
13 Yamato, M.; Okano, T. Mat. Today 2004, 42‐47 
14 CellSeed Inc., Japan, siehe www.cellseed.com 
15 Cheng, X.; Canavan, H. E.; Stin, J.; Hull, J. F.; Kweskin, S. J.; Wagner, M. S.; Somorjai, G. A.; Castner, 
D. G.; Ratner, B. D. Langmuir 2005, 21, 7833-7841 
16 Liu, G.; Zhang, G. J. Phys. Chem. B 2005, 109, 743‐747 
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3.1.1 Extrazelluläre Matrix 
 
Das  Grundgerüst  für  die  Adhäsion  von  Zellen  im  lebenden  Gewebe  und  an 
Materialoberflächen ist die extrazelluläre Matrix (ECM, engl. für extra cellular matrix). 
Dieses kann als ein Netzwerk verschiedener Proteine und Biopolymere verstanden 
werden. Die Zellen binden dabei über Membranproteine, so genannte  Integrine, an 
spezifische Proteine des Netzwerks. Dadurch werden die Adhäsion und Migration 
im Gewebe  sowie die Signalübertragung zwischen den Zellen und der Umgebung 
realisiert.  Die  Zell‐Matrix‐Bindung  ist  oft  mit  einer  Bildung  von  fibrillären  oder 
fokalen  Adhäsionsclustern  und  einer  Umordnung  des  Cytoskeletts  innerhalb  der 
Zelle verbunden. 
Durch die Reorganisation der  adhäsionsvermittelnden Proteine der  extrazellulären 
Matrix, wie z.B. Fibronektin, an der Grenzfläche zwischen Zelle und Substrat werden 
wichtige  Lebenserhaltungsprozesse  wie  Proliferation,  Differenzierung, 
Signalübertragung und Migration ermöglicht.17 
Kollagen  ist Hauptbestandteil der ECM, und  seine hohe Zugfestigkeit verleiht den 
Geweben und Organen mechanische Stabilität. Dagegen wird die ECM durch  ihren 
Elastinanteil elastisch. Als weiterer Bestandteil der ECM binden Proteoglycane durch 
ihre makromolekulare Struktur viel Wasser und Kationen. Des Weiteren bilden  sie 
durch  ihre Verfilzung  und Verzahnung  untereinander  eine  Permeabilitätsbarriere. 
Dadurch wird  der  Stofftransport  durch  den  extrazellulären Raum  beeinflusst. Die 
letzte  Gruppe  der  ECM‐Moleküle,  die  adhäsiven  Glycoproteine,  vermitteln  den 
Kontakt der extrazellulären Matrix zu den im Bindegewebe eingelagerten Zellen. Zu 
diesen  Strukturglycoproteinen  zählen  die Nektine  (z.  B.  Vitronektin,  Fibronektin) 
und die Großfamilie der Laminine.  
 
Aufgrund  der  Komplexität  der  ECM  sind  für  verschiedene  Zelltypen 
unterschiedliche  Zellkultursubstratoberflächen  notwendig.  Das  in  dieser  Arbeit 
vorgestellte Polymersystem kann  leicht variiert werden und bietet die Möglichkeit, 
Zellkulturen auf Oberflächen mit einer unterschiedlichen Oberflächencharakteristik 
zu untersuchen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
17 Ingber, D. E. Circ. Res. 2002, 91, 877‐887 
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3.2 Hydrogele 
 
Unter einem Polymergel versteht man ein dreidimensionales Netzwerk, das in einem 
Lösungsmittel  nicht mehr  löslich  ist,  sondern  dieses  aufnimmt  und  damit  quillt. 
Handelt es sich bei dem Quellungsmittel um Wasser, spricht man von Hydrogelen; 
trockene  Schichten werden  als Xerogele  bezeichnet. Die Vernetzung der Polymere 
kann  physikalisch  oder  chemisch  erfolgen.  Bei  einem  physikalisch  vernetzten Gel 
werden  die  Netzknoten  durch  Verschlaufungen  und  Verhakungen  von  langen 
Polymerketten  untereinander  gebildet.  Bei  chemisch  vernetzten Gelen werden  die 
Knotenpunkte  durch  kovalente  Bindungen  zwischen  den  Polymerketten  gebildet. 
Die  chemische  Vernetzung  erfolgt  irreversibel.18  Es  existieren  verschiedene 
Möglichkeiten  der  chemischen  Vernetzung.  Mit  Hilfe  von  multifunktionellen 
Monomeren  (Vernetzer‐Moleküle)  können  Polymergele  direkt  aus  der 
Monomerlösung polymerisiert und vernetzt werden.  
Die Vernetzungsreaktion kann auch thermisch  induziert werden. Ein Beispiel dafür 
ist  die  nachträgliche  Veresterung  von  Polymeren mit Alkohol‐  und  Carbonsäure‐
Gruppen.19 Die Bestrahlung von Polymeren mit energiereicher Strahlung, wie z. B. 
γ‐Strahlung,  führt  neben Abbaureaktionen  auch  zur Vernetzung  der Ketten  durch 
Radikalbildung.  Noch  nicht  vernetzte  lineare  Polymere  können  deshalb 
strahlenchemisch  durch  energiereiche  Strahlung  nachträglich  vernetzt  werden.20,21 
Eine  strahlenchemische  Vernetzung  zum  Polymergel  ist  ebenfalls  aus  der 
Monomerlösung möglich.22 Durch  unterschiedliche  Energiedosen  ist  der Grad  der 
Vernetzung  einstellbar.  Hydrogele  zeigen  ein  analoges  Verhalten  bez.  ihrer 
charakteristischen  Eigenschaften wie  deren  lineare  Polymere  in  Lösung. Aus  dem 
Verhalten  der  Lösung  des  linearen  Polymers  können  Rückschlüsse  auf  die 
Quelleigenschaften der daraus gebildeten Gele gezogen werden. So sind die Stimuli 
zur Anregung sensitiver Gele dieselben wie bei den löslichen Polymeren. Der Effekt 
durch den  Stimulus  äußert  sich  im Kollabieren  oder Quellen der Hydrogele.31 Ein 
temperatursensitives Gel  liegt unterhalb seiner LCST gequollen vor und schrumpft 
oberhalb  dieser  charakteristischen  Temperatur.  Die  Volumenänderung  eines 
sensitiven  Gels  ist  reversibel.  Deshalb  kann  der  Phasenübergang  wiederholt 
induziert  werden,  ohne  dass  das  Gel  seine  physikalischen  oder  chemischen 
Eigenschaften verändert. 
 
 
 
                                                 
18 Arndt, K.‐F.; Müller, G. „Polymercharakterisierung“, Carl Hanser Verlag München‐Wien 1996 
19 Arndt, K.‐F.; Richter, A.; Ludwig, S.; Zimmermann, J.; Kressler, J.; Kuckling, D.; Adler, ActaPolym. 
1999, 50, 383‐390 
20 Arndt, K.‐F.; Schmidt, T.; Menge, H. Macromol. Symp. 2001, 164, 313‐322 
21 Schmaljohann, D; Nitschke, M.; Schulze, R.; Eing, A.; Werner, C.; Eichhorn, K.‐J. Langmuir 2005, 21, 
2317‐2322 
22 Kishi, R.; Hirasa, O.; Ichijo, H. Polym. Gels Netw. 1997, 5, 145‐151 
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3.2.1 Allgemeine Anwendung von Hydrogelen 
 
Eines  der  bekanntesten  Anwendungsbeispiele  für  Gele  sind  die  so  genannten 
Superabsorber, die in Babywindeln (z. B. Pampers®) und Hygieneartikeln erfolgreich 
eingesetzt werden. Auch die Verwendung  in Kontaktlinsen  ist eine weit verbreitete 
Anwendung. Der Gebrauch  sensitiver Polymergele  erweitert das Einsatzgebiet der 
Hydrogele,  da  durch  den  gezielt  steuerbaren  Quell‐  bzw.  Entquellvorgang  z.  B. 
mechanische  Arbeit  geleistet  oder  die  Veränderung  der  Umgebung  sensorisch 
detektiert werden kann.23 Mit dieser Eigenschaft sind sie ideale Ausgangsmaterialien 
für „Drug‐Delivery“‐Systeme  (z. B. P(NIPAAm)‐Hydrogele)24,25 Separationssysteme, 
sensitive Superabsorber26 oder auch chemomechanische Ventile.27 Sensitive Polymer‐
Biomaterialien  können  als  Polymer  in  Lösung  (z. B.  als  optische  Indikatoren, wie 
Sensoren oder  Schalter),  als Polymer  an Oberflächen gebunden  (z. B.  für bioaktive 
Oberflächen) und als Hydrogel (z. B. als „Drug Delivery“ mit „Controlled Release“‐
System)  verwendet  werden.  Durch  sensitive  Polymer‐Biomoleküle  können  z.  B. 
Enzyme  aus Bioprozessen  einfach  separiert und  somit wieder  verwertet werden.31 
Sind  sensitive Polymere  chemisch oder physikalisch an  eine Oberfläche gebunden, 
führt die Phasenseparation der Polymere zu einer Änderung in der Schichtdicke der 
Oberfläche,  der  Benetzbarkeit  oder  der  Oberflächenladung.  Deshalb  kann  die 
Adsorption von Proteinen oder Zellen an die Oberfläche gesteuert werden, da diese 
an die hydrophobere Oberfläche bevorzugt adsorbieren.28 Aufgrund der Möglichkeit, 
sensitive Polymere  in wässriger Lösung unter  speziellen Bedingungen auszufällen, 
können diese Polymersysteme als Temperatur‐ bzw. pH‐ Indikatoren oder als „An‐
Aus“‐Lichttransmissionsschalter  angewendet  werden.31  Weitere  mögliche 
Anwendungen sensitiver Gele sind Sensoren, chemomechanische Aktoren, Schalter, 
Display‐Einheiten  und  selektive  Pumpen.33 Unter Verwendung  von Mikroventilen 
mit Hydrogel‐Aktoren  können  bei  bisher  verwendeten Mikroventilen  auftretende 
Probleme wie  eine hohe Partikelintoleranz  oder Leckrate vermieden werden.29 Ein 
großer  Vorteil  dieser  Mikroventile  ist  die  Miniaturisierbarkeit,  die  ein  breites 
Spektrum an Anwendungsmöglichkeiten ermöglicht.  
 
 
 
 
                                                 
23 Beebe, D. J.; Moore, J. S.; Bauer, J. M.; Yu, Q.; Liu, R. H.; Devadoss, C.; Jo, B.‐H. Nature 2000, 404, 588‐
590 
24 Tasdelen, B.; Kayaman‐Apohan, N.; Güven, O.; Baysal, B. M. Polym. Adv. Techn. 2004, 15, 528‐532  
25 Eeckman, F.; Moës, K.; Amighi, K. Eur. Polym. J. 2004, 40, 873‐881 
26 Ni, C.; Zhu, X.‐X.; Eur. Polym. J. 2004, 40, 1075‐1080 
27Arndt, K.‐F.; Schmidt, T.; Richter, A.; Kuckling, D. Macromol. Symp. 2004, 207, 257‐268 
28 Yamada, N.; Okano, T.; Sakai, H.; Karikusa, F.; Sawasaki, Y.; Sakurai, Y. Macromol. Rap. Commun. 
1990, 11, 571‐576 
29 Richter, A.; Kuckling, D.; W.‐D.; Horwitz, S.; Gehring, T.; Arndt, K.‐F. JMEMS 2003, 12, 748‐753 
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3.3 Schaltbare Polymere 
 
Viele  Biopolymere,  wie  zum  Beispiel  Proteine,  reagieren  auf  ihre 
Umgebungsparameter.  So  haben  die  Temperatur  oder  der  pH‐Wert  einen  großen 
Einfluss auf die Funktionalität bzw. Aktivität der Biopolymere.  In ähnlicher Weise 
beeinflussen  Umgebungsvariable  synthetische  Polymere.  Die  Wechselwirkungen 
von Polymeren mit ihrer Umgebung sind vielfältig und stark von dieser abhängig. So 
können  bereits  kleine  Änderungen  in  der  Temperatur,  des  pH‐Wertes,  der 
elektrischen  oder  magnetischen  Feldstärke  bzw.  der  Konzentration  koordinativ 
gebundener Substanzen dramatische Auswirkungen auf das Lösungsverhalten bzw. 
andere  Funktionalitäten  haben.30  So  verursachen  geringe  physikalische  oder 
chemische  Stimuli  eine  scharfe  Änderung  der  physikalischen  bzw.  chemischen 
Eigenschaften des Polymers.31 
So viele Anregungsparameter  existieren,  so vielseitig  ist auch die Auswirkung auf 
das  Polymer. Wird  der  kritische  Parameter  angeregt,  kommt  es  beim  sensitiven 
Polymer  in Lösung  zu  einer Trübung durch die  eintretende Phasenseparation,  bei 
oberflächengebundenen  Polymeren  zum  Kollabieren  und  damit  zur  Abgabe  des 
Quellmittels. Außerdem ändern sich die Grenzflächeneigenschaften. Sie ändern sich 
von hydrophil zu hydrophob.  
All  diese  Phänomene  sind  reversible  Prozesse, wobei  es  zu Hysteresen  kommen 
kann, wenn der Stimulus umgekehrt wird. 
Durch  Copolymerisation  verschiedener  Monomere  ist  es  auch  möglich,  mehrere 
Sensitivitäten in einem Polymer zu vereinigen. Diese Kombination von Eigenschaften 
eröffnet ein weites Feld neuer Anwendungen. 
Die Sensitivität eines Polymersystems auf einen Einflussfaktor (Stimulus) hängt von 
der Intensität und Dauer, aber auch vom Polymersystem selbst ab. 
 
 
3.3.1 Thermosensitivität 
 
Normalerweise  lösen  sich  Stoffe  bei  höherer  Temperatur  besser  in  ihrem 
Lösungsmittel. Diese Substanzen besitzen nur eine so genannte UCST (engl. für upper 
critical solution temperature, obere kritische Löslichkeitstemperatur) bei der gerade die 
Substanz  noch  nicht  mit  dem  Lösungsmittel  mischbar  ist,  es  also  zur 
Phasenseparation kommt.  
In  Polymerlösungen  gibt  es  dagegen  häufiger  eine  so  genannte  untere 
Löslichkeitsgrenze,  bei  der  also  das  Polymer  gerade  noch mit  dem  Lösungsmittel 
mischbar ist. Diese Grenze wird als LCST (engl. für lower critical solution temperature, 
untere  kritische  Löslichkeitstemperatur)  bezeichnet.  Polymere  die  ein  solches 
Verhalten  zeigen,  fallen  bei  Temperaturerhöhung  bei  einer  bestimmten  kritischen 
                                                 
30 Hoffman, A. S.; Stayton, P. S. Macromal. Symp. 2004, 207, 139‐151 
31 Hoffman, A. S. Macromol. Symp. 1995, 98, 645‐664 
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Phasenübergangstemperatur  (Tcr.)  aus  ihrem Lösungsmittel  aus,  anstatt  sich besser 
zu  lösen. Dieses wird  in wässrigen Lösungen auf die Balance von hydrophilen und 
hydrophoben Gruppen im Polymer zurückgeführt.32  
Die  Phasenseparation  bei  Temperaturerhöhung  ist  ein  auf  Entropie  basierender 
Prozess. Den größten Anteil dabei hat die thermodynamische Komponente, die sich 
aus  der  Zerstörung  der  Wasserstoffbrückenbindungen  zwischen  Polymer  und 
Wasser  bei  Erwärmung  ergibt.33  Dabei  bilden  sich  die 
Wasserstoffbrückenbindungen (WBB)  von  zunächst  Polymer‐Wasser  zu  Polymer‐
Polymer  um.  Die  intermolekularen  WBB  zwischen  Polymer  und  Lösungsmittel 
bilden sich zu intramolekularen WBB zwischen Polymer und Polymer um. Aufgrund 
dessen aggregiert die Polymerkette.  
Der  physikochemische  Prozess  hinter  diesem  Phänomen  basiert  auf  der 
verminderten  Entropie  während  des  Mischens  (negatives  ∆S).  Bei  höheren 
Temperaturen  übersteigt  der  negative  Entropieterm  die  exotherme  Enthalpie, 
resultierend aus dem Aufbau der WBB zwischen den polaren Gruppen des Polymers 
und des Lösungsmittels. Wird die Änderung der freien Energie (∆G) einmal positiv, 
folgt  als  Konsequenz  die  Phasenseparation  von  Polymer  und  Wasser.34  Ist  die 
Konzentration an Polymer hoch genug, so entsteht ein sichtbarer Niederschlag. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
32 Menzel, H.; Kröger, R.; Hallensleben, M. L. Macromol. Rep. 1995, A32, 779‐787 
33  Shalaby,  S. W.; McCormick,  C.  L.;  Butler,  G.  B.  “Water‐Soluble  Polymers:  Synthesis,  Solution 
Properties and Applications”, ACS Symposium Series 467 1991, Washington DC 
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3.3.1.1 Poly(N‐Isopropylacryamid) 34  
 
Eine  wichtige  Gruppe  wasserlöslicher  nicht‐ionischer  Polymere  mit  einem 
LCST‐Verhalten basiert auf N‐Alkylacrylamiden.33 
Aus der Reihe der Alkylacrylamide  eignet  sich  eine Vielzahl von Monomeren  zur 
Verwendung in Hydrogelen. Poly(N‐isopropylacrylamid) spielt durch seine nahe des 
biologisch interessanten Bereichs liegende Tcr. (~32°C) eine ganz entscheide Rolle.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Ein  weiterer  Vertreter  mit  einer  Tcr.  bei  ~36°C  ist  Poly(diethylenacrylamid) 
(PDEAAm).  
 
 
 
 
 
 
 
Aufgrund des gut verstandenen Mechanismus des Phasenübergangs  ist es möglich, 
diesen auf die mögliche Anwendung hin zu optimieren. 
FTIR‐Untersuchungen  von  Poly(N‐alkylacrylamiden)  zeigen,  dass  die  Amid‐
Gruppen aktiv an der Bildung von WBB beteiligt sind.35,36  
Comonomere verändern bei Copolymerisation mit NiPAAm dessen LCST, wobei die 
Struktur  des  Comonomers  von  entscheidender  Bedeutung  ist.  Mit  Acrylamiden, 
welche  eine  ähnliche  Struktur  wie  NiPAAm  aufweisen,  kann  man  die 
Phasenübergangstemperatur  (Tcr.)  verändern,  ohne  dabei  die  Schärfe  des 
Schaltverhaltens negativ zu beeinflussen. Einen weit größeren Einfluss auf die LCST 
                                                 
34 Schild, H. G. Prog. Polym. Sci. 1992, 17, 163‐249 
35 Plate, N. A.; Lebedeva, T. L.; Valuev, L. I. Polym. J. 1999, 31, 21‐27 
36 Salgado‐Rodriguez, R.; Licea‐Claverie, A.; Arndt, K.‐F. Eur. Polym. J. 2004, 40, 1931‐1946 
Abbildung 3‐2 schematische Darstellung der Veränderung der Wasserstoffbrückenbindungen bei 
Temperaturerhöhung am Beispiel einer P(NiPAAm)‐Kette 
O
N
R3R2
R1
R1 ‐ H, ‐CH3; R2 ‐ H, ‐Alkyl; R3 ‐ Alkyl‐, Hydroxyalkyl‐ 
NiPAAm = R1 ‐ H; R2 ‐ H; R3 ‐ (i‐Propyl‐) 
Abbildung 3‐1  Allgemeine Formel der Acrylamide 
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des Copolymers hat die Hydrophilie des Comonomers. Hydrophobe Comonomere 
erniedrigen  die  Tcr.  des  Copolymers,  wohingegen  hydrophile  Comonomere  diese 
drastisch erhöhen können.  
Die  Stärke  der  Veränderung  hängt  dabei  von  der  Zusammensetzung  des 
Copolymers ab. Je höher der Gehalt an Comonomer, desto größer die Veränderung.  
Wie  schon  erwähnt,  ist  die  Struktur  des  Comonomers  auch  für  die  Schärfe  des 
Phasenübergangs ausschlaggebend. So verbreitert sich der Phasenübergang bei der 
Verwendung  von Methacrylsäureester‐basierenden Monomeren  drastisch. Dies  ist 
darauf zurückzuführen, dass die Homogenität in der Polymerkette gestört wird und 
so bei Temperaturerhöhung einige Teile der Kette eher und andere Teile erst später 
kollabieren. So  lassen  sich Übergangstemperaturen von P(NiPAAm) mit Hilfe von 
Ethylenglykol‐methacrylaten als Comonomere von < 10°C bis > 50°C realisieren.37, 38 
 
Als geeignete Comonomere  finden auch oft  solche Verwendung, die ein Einstellen 
der  Tcr.  ermöglichen  oder  weitere  Funktionalität  oder  Sensitivität  beisteuern.  So 
finden  Acrylsäure‐  bzw.  Maleinsäurederivate  als  pH‐sensitive  Comonomere 
Anwendung.39 
 
Die beim Phasenübergang beobachtete Phasenseparation wird maßgeblich durch die 
verwendeten  Comonomere  beeinflusst.  Aber  auch  die  räumliche  Anordnung  der 
Comonomere hat einen Einfluss auf das Phasenverhalten der Copolymere. 
Oft  findet P(NiPAAm) Verwendung zur Herstellung von Blockcopolymeren, wozu 
verschiedene  kontrollierte  Techniken  eingesetzt  werden.  Blockcopolymere  von 
P(NiPAAm) und z. B. Polyethylenglykol zeigen im Gegensatz zu ihren statistischen 
Analoga  ein  beobachtbares  Mizellierungsverhalten.  Bei  Temperaturerhöhung 
werden die nun unlöslichen P(NiPAAm)‐Blöcke durch die Bildung von Mizellen von 
den  PEG‐Blöcken  in  Lösung  gehalten.  Eigene  Vorarbeiten  zur Untersuchung  von 
P(NiPAAm‐g‐PEG)‐Kammcopolymeren  auf  der  Basis  von  PEG‐Makromonomeren 
                                                 
37 Kuckling, D.; Adler, H.‐J. P.; Arndt, K.‐F.; Ling, L.; Habicher, W. D. Macromol. Chem. Phys. 2000, 201, 
273‐280 
38 Kuckling, D.; Harmon, M. E.; Frank, C. W. Macromolecules 2002, 35, 6377‐6383 
39 Weiss‐Malik, R. A.; Solis, F. J.; Vernon, B. L. J. Appl. Polym. Sci. 2004, 94, 2110‐2116 
≥ 34°C≤ 31°C
Abbildung 3‐3 Schaltverhalten von wässrigen PNiPAAm‐Lösungen bei einem thermischen Stimulus 
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legten den Grundstein für diese Arbeit.40, 41 
 
P(NiPAAm) findet auch schon Anwendung zur Funktionalisierung von Oberflächen, 
so  z. B.  bei  der  beschriebenen  Anwendung  als  Zellkultursubstrat,  wo  bisher 
Schichtdicken  größer  100  nm  verwendet werden.  Jedoch  ist  die  Präparation  von 
P(NiPAAm)‐Schichten im Nanometermaßstab seltener.42 Blockcopolymere in dünnen 
Schichten an Oberflächen zeigen auch hier ihr interessantes Phasenverhalten, wobei 
sich  selbstständig  Mikrophasen  ausbilden  können,  welche  die 
Benetzungseigenschaften verändern. 
 
Synthese von Poly(N‐isopropylacrylamid) 
 
Bisher wurde die anionische Polymerisationen von NiPAAm nur für das geschützte 
Monomer gezeigt, z.B.  für das mit der Trimethyl‐silyl‐Schutzgruppe43 oder  für das 
N‐Methoxymethyl substituierte NiPAAm44. 
Unter Verwendung der RAFT‐Methode wurden jedoch amphiphile Blockcopolymere 
mit  P(NiPAAm)  als  hydrophilen  und  Polystyren  (PS)  bzw.  Poly(tert‐
butylmethacrylat) (PtBMA) als hydrophoben Block hergestellt, welche eine niedrige 
Polydispersität  aufwiesen.45  ATRP‐Methoden  unter  Verwendung  von  Tris‐(2‐
dimethylaminoethyl)‐amin  (Me6‐TREN) und Kupfer(I)chlorid als Katalysatorsystem 
erzeugen  kontrollierte  P(NiPAAm)‐Polymere  schon  bei  Raumtemperatur.46  Auch 
dendritische  Strukturen  von  Poly(benzyl)ether  wurden  bereits  mit  einem 
P(NiPAAm)‐Block  auf RAFT‐Basis  erweitert.  So  erhaltene Mizellen  liegen  in  einer 
monodispersen Verteilung vor mit Durchmesser von rund 50 nm.47 
Zur  Herstellung  von  „drug  delivery“‐Systemen  werden  sich  selbstorganisierende 
P(NiPAAm)‐Blockcopolymere  diskutiert  und  erforscht,  welche  mit  Hilfe  von 
vernetzbaren  Gruppen  so  genannte  Nanogele  bilden  können.48  Der  Einsatz  von 
speziell  modifizierten  P(NiPAAm‐g‐P2VP)‐Polymeren  ermöglicht  die  Darstellung 
bisensitiver Nanopartikel,  deren  Stabilität  durch  eine  photochemische Vernetzung 
erhöht wird.49 
 
 
                                                 
40 Schmaljohann, D.; Gramm, S. Polym. Preprints 2002, 43 (2), 758 
41 Gramm, S.; Komber, H.; Schmaljohann, D. J. Polym. Sci.: Part A: Poly. Chem. 2005, 43, 142–148 
42 Liu, G.; Zhang, G. J. Phys. Chem. B 2005, 109, 743‐747 
43 Kitayama, T.; Shibuya, W.; Katsukawa, K.‐I‐ Polymer Journal (Tokyo, Japan) 2002, 34, 405‐409 
44 Ishizone, T.; Ito, M. J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem. 2002, 40, 4328‐4332 
45 Nuopponen, M.; Ojala, J.; Thenhu, H. Polymer 2004, 45, 3643‐3650 
46 Masci, G.; Giacomelli, L.; Crescenzi, V. Macromol. Rap. Comm. 2004, 25, 559‐564 
47 Ge, Z.; Luo, S.; Liu, S. J. Polym. Sci. Part A: Polym. Chem. 2006, 44, 1357‐1371 
48 Cheng, X.; Ding, X.; Zheng, Z.; Peng, Y. Macromol. Chem. Rapid Commun. 2002, 25, 1575‐1578 
49 Kuckling, D.; Vo, C. D.; Wohlrab, S. E. Langmuir 2002, 18, 4263‐4269 
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3.4 Polymersynthese 
 
 
3.4.1 Freie radikalische Polymerisation 
 
Mit  Hilfe  der  radikalischen  Polymerisation  können  nahezu  alle  vinylhaltigen 
Monomere  umgesetzt  werden.  Ein  weiterer  Vorteil  ist  die  Unempfindlichkeit 
gegenüber Wasser  bzw.  protischen  Lösungsmitteln,  funktionellen  Gruppen50  und 
sonstigen  Verunreinigungen,  ausgenommen  Sauerstoff  und  andere  Radikalfänger. 
Die  radikalische  Polymerisation  wird  daher  zur  Herstellung  der  wichtigsten 
Massenpolymere  verwendet,  genannt  seien  nur:  Poly(ethylen)  (LDPE), 
Poly(vinylchlorid) und Poly(styrol). 
Die  Nachteile  der  konventionellen  radikalischen  Polymerisation  sind  die  geringe 
Kontrolle über das Molekulargewicht und die hohen Polydispersitäten der Produkte.  
Dies  liegt an den häufig auftretenden Terminierungs‐ und Übertragungsreaktionen. 
Die  leicht  zu  bildenden  Radikale  reagieren  unter  Disproportionierung  oder 
Rekombination, wodurch  ungesättigte  Kettenenden  bzw.  „tote“  Ketten  entstehen. 
Die  entstandenen  Produkte  können  nicht  weiter  reagieren  (außer  an  evtl. 
vorhandenen Funktionalitäten). 
 
P(NIPAAm)34 wird bisher überwiegend mit Hilfe von  frei  radikalischen Methoden 
polymerisiert. Systeme, die bereits einen Vernetzer, meist BIS  (N,N´‐Bismethacylat), 
beinhalten,  führen  direkt  zu  thermisch  sensitiven  Gelen.  Lösliche  lineare 
P(NiPAAm)‐Polymere  sind  kommerziell  erhältlich  und  finden  vielfältige 
Verwendung  in  der  Forschung  z.B.  zur  Herstellung  von  thermosensitiven 
Polymerbürsten an Oberflächen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
50 Hawker, C. J.; Bosman, A. W.; Harth, E. Chem. Rev. 2001, 101, 3661‐3688 
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3.4.1.1 Ethylenglykolhaltige Copolymere 
 
Polyethylenglykol  (PEG)  findet  in vielen Hydrogelen eine Anwendung, zum einen 
wegen seiner guten Lösungseigenschaften in Wasser, seiner guten Quellbarkeit und 
zum  anderen wegen  seiner  biologischen Eigenschaften,  z.B. Proteinresistenz, nicht 
zuletzt auch wegen seiner hohen Verfügbarkeit als Oligomer mit unterschiedlichen 
Molmassen, Endgruppen usw.51 
PEG wird wie andere hydrophile, schwach wechselwirkende Materialien nicht vom 
lebenden  System  erkannt  und weist  deswegen  eine  geringe Zytotoxizität  auf  und 
bildet so genannte „Stealth‐Systeme“.52 
Verschiedene  PEG‐Makromonomere  sind  kommerziell  erhältlich.  Durch  deren 
Polymerisation erhält man Kammpolymere mit PEG‐Seitenketten.40 
In  der  vorliegenden  Arbeit  finden  drei  verschiedene  PEGMA‐Monomere 
unterschiedlicher Molmasse Anwendung (siehe Abbildung 3‐4): 
 
‐Diethylenglykolmethacrylat‐monomethylether,       DEGMA 
‐Polyethylenglykolmethacrylat‐monomethylether mit 475 g/mol,   PEG475MA 
‐Polyethylenglykolmethacrylat‐monomethylether mit 2080 g/mol,  PEG2080MA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der Unterschied  zwischen den  verwendeten Polyethylenglykolmonomethacrylaten 
(PEGMA) besteht  in der Anzahl der Ethylenglykoleinheiten  (EG)  in der PEG‐Kette. 
Während bei DEGMA nur zwei EG‐Einheiten vorhanden  sind, besteht PEG475MA 
aus acht EG‐Einheiten und PEG2080MA aus rund 44 EG‐Einheiten.  
Der Einsatz  von PEG‐Methacrylaten  als Comonomer  in P(NiPAAm)‐Copolymeren 
hat  einen  großen  Einfluss  auf  die  resultierenden  Eigenschaften.  Zum  einen 
                                                 
51 siehe: www.peg‐drug.com; NOF‐Corporation, DDS Development Dept.  
52 Förster, S.; Plantenberg, T. Angew. Chem. 2002, 114, 712‐739 
O
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Abbildung 3‐4 Struktur der verwendeten PEGMA‐Monomere, v.l.n.r. DEGMA, 
PEG475MA, PEG2080MA 
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unterbricht  man  die  P(NiPAAm)‐Hauptkette,  was  zur  Folge  hat,  dass  sich  die 
Schalttemperatur  Tcr.  verschiebt,  zum  anderen  beeinflusst  man  die 
Quelleigenschaften,  wie  Quellkinetik  bzw.  Quellungsgrad  positiv,  da  reine 
P(NiPAAm)‐Polymere in dünnen Schichten sehr lange zum Quellen benötigen.42 Im 
Falle  von dicken  Schichten  bzw. Hydrogelen wurde  bei  schneller Erwärmung der 
gequollenen  Schicht  auch  eine  so  genannte  „Hautbildung“  beobachtet,  die  ein 
schnelles  Entquellen  verzögert,  was  mit  dem  Einsatz  von  zum  Beispiel 
PEGMA‐Comonomeren  nicht  auftrat.  Der  Einsatz  vom  PEGMA‐Comonomeren 
verursacht  allerdings  auch  eine  Verbreiterung  des  Schaltvorgangs,  so  dass  nicht 
mehr nur von einer Schalttemperatur, sondern von einem Schaltbereich gesprochen 
werden  muss.  Dies  ist  eine  Folge  der  PEG‐Seitenketten  im  Copolymer  die  im 
genannten Temperaturbereich wasserlöslich sind und so das gesamte Makromolekül 
teilweise  in  Lösung  halten  können.  Andererseits  können  durch  die  verursachten 
Störstellen  in der P(NiPAAm)‐Hauptkette Wassermoleküle diese  leichter  erreichen 
und  so  ein  Ausfallen  verzögern  bzw.  beim  Abkühlen  den  Lösevorgang 
beschleunigen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PEGMA  werden  meist  frei  radikalisch  umgesetzt,  so  besitzen  z. B.  die  mit 
Methylmethacrylat  (MMA)  erhaltenen  Kammcopolymere  interessante 
Kristallisationseigenschaften.53 Eine weitere Verwendung solcher Kammcopolymere 
liegt in der Beschichtung von Oberflächen zur Verbesserung deren Eigenschaften im 
Blutkontakt.54 
Meist werden  jedoch PEG‐Ketten mit ATRP‐Initiatoren  endgruppenfunktionalisiert 
und  umgesetzt,  so  dass  lineare  Blockcopolymere  entstehen  wie  Abbildung  3‐5 
zeigt.55, 56 In gleicher Weise können PEG‐Blöcke mit RAFT‐Initiatoren funktionalisiert 
werden, die z. B. zur Herstellung von vernetzbaren Core‐Shell‐Nanopartikeln dienen 
können.57 
 
                                                 
53 Inomata, K.; Nakanishi, E.; Sakana, Y.; Koike, M.; Takuhei, N. J. Polym. Sci. Part B: Polym. Phys. 2005, 
43, 79‐86 
54 Kwon, O. H.; NHO, Y. C.; Park, K. D.; Kim, Y. H. J. Appl. Polym. Sci. 1999, 71, 631‐641 
55 Durmaz, H.; Karatas, F.; Tunca, U.; Hizal, G. J. Polym. Sci. Part A: Polym. Chem. 2006, 44, 499‐509 
56 He, L. Zhang, Y.; Chen, Y.; Wei, H.; Wang, D. Macromol. Chem. Phys. 2006, 207, 684‐693 
57 Seifert, D., Dissertation an der TU‐Dresden 2005 
O
O
Br
PEG-Macroinitiator
ATRP
Abbildung 3‐5 Schema der Synthese von PEG‐Blockcopolymeren mit Hilfe der ATRP 
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Eigene  Vorarbeiten  zeigen  die  Synthese  von  P(NiPAAm‐g‐DEGMA)‐
Kammcopolymeren  mit  Hilfe  der  freien  radikalischen  Polymerisation.41,58  Die 
Zusammensetzung  des  Polymers  ist  dabei  von  den  Copolymerisationsparametern 
abhängig. Bei bekannten Copolymerisationsparametern kann die Zusammensetzung 
des Copolymers über die Monomerzusammensetzung definiert werden. Die  in der 
gezeigten  Arbeit41  bestimmten  Copolymerisationsparameter  zeigen,  dass  die  freie 
radikalische  Copolymerisation  von  DEGMA  und  NiPAAm  statistische 
Kammcopolymere erzeugt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
58 Gramm, S. Diplomarbeit an der TU‐Dresden 2002 
OHN O
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O
Abbildung 3‐6 statistisches P(NiPAAm‐g‐DEGMA)‐Kammcopolymer 
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3.4.2 Blockcopolymere 
 
Kontrolliert  hergestellte  Polymere  sind  nicht  nur  kontrolliert  im  Sinne  einer 
Kontrolle  über Molgewicht  und Molgewichtsverteilung,  sondern  es  ist  vor  allem 
möglich,  auch  Endgruppen  zu  definieren  und  so  die  Architektur  des  gesamten 
Polymers  zu  bestimmen.  Zum  Beispiel  bietet  ein  Initiator  am  Kettenende  die 
Möglichkeit,  einen  weiteren  Block  zum  bestehenden  zu  addieren.  Daraus 
resultierende  Blockcopolymere  haben  die  Fähigkeit,  Kombinationen  mehrerer 
Eigenschaften unabhängig voneinander zu tragen. Es kann zu Phasenseparation auf 
Nanoebene führen und in „Self assembly“‐Methoden verwendet werden. Durch die 
Kopplung  von  verschieden  Eigenschaften  in  einer  Polymerkette  werden  die 
Blockcopolymere zu einer  interessanten Stoffklasse mit hohem Forschungsinteresse 
und Anwendungspotential.  
Makromoleküle  mit  einer  blockartigen  Architektur  werden  als  Blockcopolymere 
definiert, wenn sie aus mindestens zwei verschieden Blöcken mit unterschiedlicher 
Monomerzusammensetzung  bestehen.  Dabei  können  neben  linearen  auch 
sternförmige Strukturen hergestellt werden.59 
Blockcopolymere  sind  bereits  in  großer  Zahl  und  vielen Architekturen  hergestellt 
worden,  wobei  meist  lebende  ionische  Polymerisationstechniken  zum  Einsatz 
kommen. Nach der lebenden kationischen60 bzw. anionischen61 Polymerisation ist es 
seit  einem  reichlichen  Jahrzehnt  möglich,  auch  lebende  radikalische62 
Polymerisationen durchzuführen. 
 
 
3.4.2.1 Kontrollierte radikalische Polymerisation 
 
 
Zur Synthese von definierten Produkten kann man wie bereits erwähnt radikalische 
Prozesse  verwenden.  Ionische  Polymerisationen  (kationische  bzw.  anionische 
Polymerisation) liefern zwar sehr gute Ergebnisse, sind aber sehr aufwendig und nur 
auf einen begrenzten Monomerkreis anzuwenden. 
Im Folgenden soll auf die wichtigsten kontrolliert  radikalischen Synthesemethoden 
eingegangen werden. 
 
                                                 
59 Riss, G.; Hurtrez, G.; Bahadur, P.  „Block Copolymers”  in  “Encyclopedia of Polymer Science  and 
Engineering”, Wiley New York 1985, 2nd Ed. 
60 Rempp, P.; Lutz, P. Macromol. Chem., Macromol. Symp. 1993, 67, 1‐14 
61 Kennedy, J. P.; Ivan, B. “Designed Polymers by Carbocationic Macromonlecular Engineering”, Carl 
Hanser Verlag München 1991 
62 Matyjaszewski, K. Curr. Opin. Solid State Mater. Sci. 1996, 1, 769‐776 
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3.4.2.1.1 ATRP und NMRP 
 
Die Verwendung der ATRP bzw. NMRP  für die Polymerisation von Acrylamiden, 
einschließlich NiPAAm  ist möglich aber nicht trivial. Im Rahmen dieser Arbeit war 
es  nicht möglich,  P(NiPAAm) mit  Hilfe  dieser Methoden  zu  synthetisieren.  Aus 
diesem Grund werden die beiden Methoden hier nur kurz beschrieben. 
 
„Atom Transfer Radical Polymerisation“ 
 
Die Anwendung von Übergangsmetallkomplexen zur Vermittlung von radikalischen 
Polymerisationen  wurde  schon  bei  der  „Atom  Transfer  Radical  Addition“  (ATRA) 
verwendet.63 Bei der ATRP (engl. für Atom Transfer Radical Polymerisation) werden die 
Radikale  durch  einen  reversiblen  Redoxprozess  generiert,  der  von  einem 
Übergangsmetallkomplex  katalysiert  wird.  Bedingungen  für  die  ATRP  sind  eine 
schnelle  Deaktivierung  der  aktiven  Spezies  durch  ein  Metall  im  höheren 
Oxidationszustand. Der Prozess erlaubt neben der Herstellung von Polymeren mit 
vorherbestimmten Molekulargewichten  und  geringeren  Polydispersitäten  auch  die 
Kontrolle  über  die  Kettentopologie  (verzweigte  oder  sternförmige Architekturen), 
die  Zusammensetzung  (Block‐,  Gradienten‐,  statistisches  Copolymer)  und  die 
Endfunktionalisierung  für  eine  große  Anzahl  an  radikalisch  polymerisierbaren 
Monomeren.64 
Der  Mechanismus  der  Polymerisation  ist  von  Matyjaszewski  in  der  gegebenen 
Literaturstelle ausführlich dargelegt.65 
Für  die  ATRP  verwendbare Monomere  tragen  Substituenten,  die  das wachsende 
Radikal  stabilisieren  können.  Dazu  gehören  Styrol66,  Methacrylate  (z.B.  MMA67, 
DEAEMA68,  HEMA69),  (Meth‐)  Acrylamide  (z.B.  DMAAm70,  NiPAAm71)  und 
Acrylnitrile. Als  Initiatoren  kommen meist Alkylhalogenide  zu  Einsatz.  Für Chlor 
und Brom als Halogenfunktionalitäten werden die besten Ergebnisse hinsichtlich der 
Polymerisationskontrolle erhalten. 
 
 
 
 
                                                 
63 Kharash, M. S.; Jensen, E. V.; Urry, W. H. Science 1945, 102, 128 
64 Shipp, D. A.; Wang, J.‐L.; Matyjaszewski, K. Macromolecules 1998, 31, 8005‐8008 
65 Matyjaszewski, K. “Controlled radical polymerisation”, ACS Symposium Series No. 685, 1998 
66 Lou, Y.; Liu, X. J. Polym. Sci. Part A: Polym. Chem. 2004, 42, 6248‐6258 
67 Lee, D. W.; Seo, D. Y.; Cho, S. I.; Yi, C. S. J. Polym. Sci. Part A: Polym. Chem. 2004, 42, 2747‐2755 
68 Cai, Y.; Armes, S. P. Marcomolecules 2005, 38, 271‐279 
69 Cheng, G.; Böker, A.; Zhang, M.; Krausch, G.; Müller, A. H. E. Marcomolecules 2001, 34, 6883‐6888 
70 Ding, S.; Radosz, M.; Shen, Y. Macromol. Rapid Comm. 2004, 25, 632‐636 
71 Masci, G.; Giacomelli, L.; Crescenzi, V. Macromol. Rapid Comm. 2004, 25, 559‐564 
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„Nitroxide‐Mediated Radical Polymerization“ 
 
Mit  der  Nitroxid‐vermittelten  radikalischen  Polymerisation  (NMRP)  können 
ebenfalls  kontrollierte  Copolymerarchitekturen  mit  niedrigen  Polydispersitäten 
hergestellt  werden.  Der  kinetische  Schlüsselschritt  der  NMRP  ist  ein  spezielles 
Phänomen, das als „Persistent Radical Effect“ (PRE) bezeichnet wird.72 
Die Kontrolle der Polymerisation bei der NMRP basiert auf einer reversiblen Bildung 
eines „schlafenden“ Alkoxyamins aus dem korrespondierenden Nitroxid und dem 
wachsenden Kettenradikal. 
Da  das  übertragende  Radikal  während  der  Polymerisation  in  viele  reversible 
Terminierungs‐ und Aktivierungsschritte eingebunden ist, hat dessen Struktur einen 
entscheidenden  Einfluss  auf  den  Verlauf  der  Reaktion.  Unter  Verwendung  von 
alicyclischen  Nitroxiden  mit  einem  H‐Atom  am  α‐C‐Atom  konnten  wesentlich 
verbesserte Systeme erhalten werden. Die Phosphonat‐Derivate (nach GNANOU)73,74 
und  die  Familie  der  Arene  (nach  HAWKER)75,76  haben  sich  dabei  als  die  besten 
Systeme erwiesen.  
Die  kontrollierte  Synthese  von  Acrylamiden  mit  Hilfe  der  NMRP  wurde  unter 
anderen am Beispiel von N,N‐Dimethylacrylamid gezeigt.77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
72 Hawker, C. J.; Boseman, A. W.; Hearth, E. Chem. Rev. 2001, 101, 3661‐3688 
73 Benoit, D.; Grimaldi, S.; Robin, S.; Finet, J. P.; Tordo, P.; Gnanou, O. Y. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 
5929‐5939 
74 Grimaldi, S.; Finet, J. P.; Le Moine, F.;Zehdaoui, A.; Tordo, P.; Benoit, D.; Fontanille, M.; Gnanou, O. 
Y. Macromolecules 2000, 33, 1141‐1147 
75 Benoit, D.; Chaplinski, V.; Braslau, R.; Hawker, C. J. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 3904‐3920 
76 Studer, A.; Harms, K.; Knoop, C.; Müller, C.; Schulte, T. Macromolecules 2004, 37, 27‐34 
77 Schierholz, K.; Givehchi, M.; Fabre, P.; Nallet, F.; Papon, E.; Guerret, O.; Gnanou, Y. Macromolecules 
2003, 36, 5995‐5999 
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3.4.2.1.2 RAFT‐Prozess 
 
Mechanismus des RAFT‐Prozess 
 
Die  von  Otsu78,79,80  1982  entwickelte  Methode  des  „Iniferter“  (Initiator‐
Transferreagenz‐Terminator) kann als Vorläufermethode des heute bekannten RAFT‐
Prozesses81,82,83  gelten.  Im  Falle  des  Iniferters  kommen Disulfide wie  R‐S‐S‐R  oder 
Carbamate  wie  Et2N(C=S)SR  zum  Einsatz.  Dabei  wird  nach  photochemischer 
Intitierung die C‐S‐Bindung aufgebrochen, wobei ein  initiierendes Radikal  (R∙) und 
das die Reaktion kontrollierende Thiolradikal entstehen.  
 
 
 
 
 
Die  Probleme  der  Iniferter‐Methode  (hohe  Polydispersität  und  geringe  Kontrolle 
über  die  Molmassen)  konnten  von  Rizzardo  et.  al.  mit  Hilfe  von 
(Thiocarbonyl)sulfanyl–Derivaten  der  allgemeinen  Formel  Z‐C(=S)‐SR  behoben 
werden.  Diese  Kettenübertragungsreagenzien  (CTA,  engl.  chain  transfer  agent) 
zerfallen kontrollierbar unter Einfluss eines Initiators. 
Der  lebende  Charakter  einer  RAFT‐Polymerisation  beruht  auf  der  hohen 
Übertragungskonstante  der  Dithiocarbonyl‐Gruppe  und  der  schnellen 
Gleichgewichtreaktion  zwischen  schlafender  und  aktiver  Polymerkette.  Als 
Kettenübertragungsreagenzien  eignen  sich  neben  Dithiocarbamaten  eine  große 
Anzahl von Dithioestern, Trithiocarbonaten, Xanthaten und ähnliche Komponenten, 
welche als effektive CTA’s Verwendung finden. 84,85,90 
 
                                                 
78 Otsu, T.; Yoshida, M Macromol. Chem. Rapid Commun. 1982, 3, 127‐132 
79 Otsu, T.; J. Polym. Sci.: A Polym. Chem. 2000, 38, 2121‐2136 
80 Otsu, T.; Matsumoto, A. Adv. Polym. Sci. 1998, 136, 75‐137 
81 Rizzardo, E.; Moad, G.; Thang, S. H.: Australia, 1998 
82 Le, T. P.; Moad, G.; Rizzardo, E.; Thang, S. H. In WO 98/01478; E.I. Du Pont De Nemour and Co., 
USA; Le, Tam Phoung; Moad, Greame; Rizzardo, Ezio; Thang, San Hoa: Australia, 1998 
83 Chiefari,  J.; Chong, Y. K.;  Ercole,  F.; Krstina,  J.;  Le,  T.  P.  T.; Mayadunne, R.  T. A.; Meijs, G.  F.; 
Moad, G.; Rizzardo, E.; Thang, S. H. Macromolecules 1998, 31, 5559‐5562 
84 Laus, M.; Papa, R.; Sparnacci, K.; Alberti, A.; Benaglia, M.; Macciantelli, D. Macromolecules 2001, 34, 
7269‐7275 
85 Donovan, M. S.; Lowe, A. B.; Sumerlin, B. S.; McCormick, C. L. Macromolecules 2002, 35, 4123‐4132 
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Abbildung 3‐7 schematischer Zerfall der Dithiokomponente, wobei das die  
Reaktion kontrollierende Dithioradikal entsteht 
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Die  für  die  freie  radikalische  Polymerisation  verwendeten  Parameter  können 
größtenteils  auf  eine  RAFT‐Polymerisation  übertragen  werden.  Dabei  ist  es 
unerheblich, ob in Substanz, Lösung, Emulsion oder Suspension gearbeitet wird. Für 
die Verwendung von Azo‐ bzw. Peroxid‐Initiatoren gibt es keine Einschränkungen, 
genauso  wie  für  die  verwendeten  Lösungsmittel  und  Temperaturen.  Ein  großer 
Vorteil  der  RAFT‐Polymerisation  gegenüber  anderen  kontrolliert  radikalischen 
Polymerisationen  ist  die Anwendbarkeit  auf  einen  großen Monomer‐Bereich. Und 
selbst die Verwendung von Monomeren, die ungeschützte Säuregruppen bzw. deren 
Salze, Hydroxy‐ oder Amino‐Gruppen enthalten, ist möglich. 
 
Der diskutierte Mechanismus des RAFT‐Prozesses enthält eine Reihe von Additions‐ 
und Zerfallsstufen. Der Addition einer wachsenden Polymerkette Pn● an eine Dithio‐
Komponente  ergibt  ein  Adduktradikal,  welches  wiederum  zerfällt  in  ein  neues 
Radikal (R●) und die Polymerkette mit einer Dithioendgruppe. Das neu entstandene 
Radikal R● reinitiiert eine neue wachsende Polymerkette.  
 
 
 
 
 
 
Die  gleichzeitig  ablaufenden  Additions‐  und  Zerfallsschritte  ergeben  ein 
Gleichgewicht  zwischen  aktiven und  schlafenden Polymerketten  (siehe Abbildung 
3‐9). 
SR
S
Z
S
S
SR' RS
S
R' R
S
S
N RR'
R''
S
S
OR' R
Dithiocarbonyl‐Komponente
Dithioester Trithiocarbonat
DithiocarbamatXanthat
Abbildung 3‐8 Allgemeine Strukturen der in der RAFT Polymerisation  
verwendeten Kettenübertragungsreagenzien 
Pn++
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S
Z
Pn
Pm
S
S
Z
Pn
Pm
S
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Z
Pm
M M
Abbildung 3‐9 Stark vereinfachter Mechanismus des RAFT‐Prozesses, 
Kettenübertragungsreaktion und Monomeraddition 
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Aufgrund dessen wird die Zahl jeweils freier Radikale drastisch erniedrigt und somit 
werden Terminierungsreaktionen vermieden. Dadurch ergibt sich ein verlangsamtes 
aber  gleichzeitig  kontrolliertes  Kettenwachstum  und  damit  eine  kontrollierte 
Molmasse  und  eine  engere  Molmassenverteilung  der  Produkte.  Während  der 
Polymerisation und auch an deren Ende besitzt der Hauptteil der Polymerketten eine 
Dithio‐Endgruppe. 
Bestätigungen  für diesen Mechanismus wurden durch direkte ESR‐Messungen des 
radikalischen  Übergangszustandes86  gefunden.  Endgruppenanalyse  mit  Hilfe  von 
UV‐Vis  spektroskopischen  Methoden83  und  der  NMR‐Analytik  wie  auch  durch 
MALDI‐TOF‐Massenspektroskopie  konnten  ebenfalls  den  gezeigten Mechanismus 
bestätigen87,88,89. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
86 Hawthorne, D. G.; Moad, G.; Rizzarrdo, E.; Thang, S. H. Macromolecules 1999, 32, 5457‐5459 
87  Ganachaud,  F.;  Monteiro,  M.  J.;  Gilbert,  R.  G.;  Dourges,  M.‐A.;  Thang,  S.  A.;  Rizzardo,  E. 
Macromolecules 2000, 33, 6738‐6745 
88 Desarac, M.; Charmot, D.; Franck, X.; Zard, S. Z. Macromol. Rapid. Commun. 2000, 21, 1035‐1039 
89 Schili, C.; Lanzendörfer, M. G.; Müller, A. H. E. Macromolecules 2002, 35, 6819‐6827 
Allgemeiner Teil    26 
 
Der Mechanismus  des  RAFT‐Prozesses  lässt  sich  in  sechs Hauptschritte  einteilen: 
(I) Initiierung,  (II)  Kettenwachstum,  (III)  Kettenübertragung,  (IV)  Reinitiierung, 
(V) Kettenübertragungsgleichgewicht und (VI) Terminierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im ersten Stadium der Polymerisation wird das CTA‐Reagenz [S=C(Z)S‐R] durch die 
Reaktion  mit  einem  wachsenden  Kettenradikal  (Pn●)  rasch  in  eine  polymere 
Thiocarbonylthio‐Verbindung  [S=C(Z)S‐Pn],  Makro‐CTA,  umgewandelt.  Das 
entstandene  Radikal  (R●)  reinitiiert  daraufhin  eine  neue wachsende  Polymerkette 
(Pm●),  welches  wiederum  durch  ein  CTA‐Reagenz  abgefangen  wird  und  ein 
Makro‐CTA  bildet  [S=C(Z)S‐Pm].  Die  Kettenverlängerung  basiert  auf  demselben 
Mechanismus, wobei sich aufgrund der Additions‐ und Fragmentierungsschritte ein 
Kettenübertragungsgleichgewicht  ausbildet.  Dieses  Gleichgewicht  zwischen 
schlafender  und  wachsender  Polymerkette  erhält  den  lebenden  Charakter  der 
Polymerisation,  da  nach  Verbrauch  sämtlichen  Monomers  und  unterdrückten 
Terminierungsreaktionen die Polymerketten nur „schlafen“. So kann durch Zugabe 
weiteren Monomers  oder  eines  zweiten Monomers  die  Polymerisation  fortgesetzt 
werden, wobei sich im zweiten Fall Blockcopolymere bilden.  
Pn+
(I) Initiierung
Initiator 2 I
2 I +  Monomer (M) PI
(II) Kettenwachstum
Pn +  Monomer (M) Pn+1
(III) Kettenübertragung
SR
S
Z
Pn +
S
S
Z
Pn
+ R
(IV) Reinitiierung
R +  Monomer (M) PI
(V) Kettenübertragungsgleichgewicht
+
S
S
Z
Pn
Pm
S
S
Z
Pn
Pm
S
S
Z
Pm
(VI) Terminierung
Pn + Pn+m (oder Pn + Pm)Pm
Abbildung 3‐10 Übersicht über den Mechanismus (Hauptkomponenten) des RAFT Prozesses 
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Synthese der Kettenübertragungsreagenzien 
 
Die Wahl der Gruppen Z und R des CTA‐Reagenzes ist entscheidend für den Erfolg 
des RAFT‐Prozesses. Um eine hohe Übertragungskonstante zu erreichen,  sollte die 
Gruppe Z die C=S‐Doppelbindung  für eine radikalische Addition aktivieren, wie z. 
B. Aryl‐ bzw. Alkylgruppen. Der Rest (R) sollte eine gute Abgangsgruppe darstellen, 
wie z.B. Cumyl‐ oder Cyanoisopropyl‐Gruppen, um dann als ein  freies Radikal die 
Polymerisation effektiv initiieren zu können. 
 
Die  Auswahl  und  anschließende  Synthese  der  Kettenübertragungsreagenzien  ist 
einer  der  grundlegenden  Schritte  in  der  Anwendung  des  „reversible  addition‐
fragmentation  chain  transfer“  (RAFT)‐Prozesses.  Kaum  ein 
RAFT‐Kettenübertragungsreagenz  (CTA)  ist käuflich erwerbbar, so dass diese über 
in der Literatur bekannte Methoden selbst synthetisiert werden müssen.  
Die  Darstellung  der  CTA  erfolgt  über  eine  mehrstufige  Synthese,  wobei  viele 
Nebenreaktionen  und  die  anschließende  nötige Reinigung  die Ausbeute  erheblich 
beeinträchtigen. Dabei  ist  es  von Vorteil,  dass  bei  der weiteren Verwendung  nur 
jeweils geringe Mengen der dargestellten Substanz zum Einsatz kommen. 
Im Folgenden sind einige bekannte Synthesestrategien zur Herstellung der CTA kurz 
erläutert. 
 
Trithiocarbonate 
 
Dieser Darstellung der Trithiocarbonate basiert auf einer nucleophilen Substitution 
eines Trithiocarbonatsalzes mit Alkylhalogeniden, was zu Trithiocarbonaten führt. 
 
Abbildung 3‐11 Übersichtsschema für die Synthese von Trithiocarbonaten als CTA`s 
Z-S  M CS2+ C
S
S
S
Z
M(1) (2) (3)
C
S
S
S
Z
M
(3)
+ R-X C
S
S
S
Z
(5)X=Cl, Br(4)
R
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Ein Beispiel der Synthese von Trithiocarbonaten ist im Folgenden dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  Anwendung  dieser  Strukturen  in  Polymerisationen  von  NiPAAm  brachten 
jedoch nicht die gewünschten Ergebnisse, weshalb sie keine weitere Verwendung in 
der  Synthese  fanden.  Ein weiterer Grund  für  die Nicht‐Verwendung  ist  ihr  übler 
Geruch, der die Handhabung erschwert. 
 
 
Dithiocarbonylverbindungen 
 
Dithioester sind weit verbreitet als RAFT‐Reagenzien und können über die Reaktion 
von Bis‐(thiocarbonyl)disulfiden mit Azoverbindungen hergestellt werden. 
Diese  Methode  ist  besonders  nützlich,  wenn  die  einzuführende  Gruppe  R  der 
Verbindung  Z(C=S)SR  ein  Initatorfragment  eines  kommerziell  erhältlichen 
Azoinitiators  ist.  Weit  verbreitet  ist  die  Anwendung  von  2,2´‐Azobis‐cyano‐
isobutyronitril (AIBN), siehe Abbildung 3‐15.  
Bis‐(thiocarbonyl)disulfide  werden  durch  Oxidation  ihrer  entsprechenden 
Dithiocarbonylsäure  durch  Jod,  Wasserstoffperoxid,  K3Fe(CN)6  oder  ähnlicher 
Oxidantien hergestellt.90 
 
CS2+ C
S
S
S
H3C
Na(3)
H3C S Na
RT
Diethylether
Cl
C
S
S
S
H3C
Abbildung 3‐12 Synthese von Benzyl‐methylcarbonotrithioat 
C
S
S
S
H3C
Benzyl‐
methylcarbonotrithioat
C
S
S
S
H3C C S
S
S
H3C
Methyl‐(1‐phenylethyl)‐
carbonotrithioat
Methyl‐phenethyl‐carbonotrithioate
Abbildung 3‐13 Trithiocarbonate zur kontrollierten Synthese  
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Zur  Herstellung  eines  Kettenübertragungsreagenzes  aus 
Bis‐(thiocarbonyl)disulfiden (2) werden  diese mit  einem  1,5fachen Überschuss  der 
Azokomponente (1)  unter  üblicherweise  inerten  Bedingungen  refluxiert.  Die 
Reaktionszeit beträgt dabei mindestens das vier‐ bis fünffache der Halbwertszeit der 
Azokomponente90.  Die  durch  die  Zersetzung  der  Azokomponente (1)  gebildeten 
Radikale reagieren mit dem Disulfid (2) und bilden den gewünschten Dithioester (3) 
und  ein  (Thiocarbonyl)‐sulfanyl‐Radikal (4).  Letzteres  bildet  mit  einem  weiteren 
Radikal R  dann  den Dithioester (3)  (siehe Abbildung  3‐14). Nebenreaktionen  sind 
zum Beispiel die Kombination der durch die Azokomponente gebildeten Radikale 
oder deren Disproportionierung. 
 
 
Das RAFT‐Reagenz Cyano‐isopropyl‐1‐benzyldithioester  (AIBN‐CTA) wurde durch 
oben beschriebene Methode in dieser Arbeit hergestellt (siehe Abbildung 3‐15). 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
90 Thang, S. H.; Chong, B. Y. K.; Mayadunne, R. T. A. Tetrahedr.Lett. 1999, 40, 2435‐1438 
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∆
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Abbildung 3‐14 Mechanismus der Bildung von Dithiocarbonylverbindungen  
nach Reaktion mit Azoinitiatoren 
S S CNS S S SS SNa
K3Fe(CN)6 2AIBN2
EtOAc, ∆
Abbildung 3‐15 Synthese von Cyano‐isopropyl‐1‐benzyldithioester 
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Weitere Synthesemöglichkeiten von RAFT Reagenzien 
 
Neben  den  oben  aufgeführten  und  in  der  Arbeit  verwendeten  Methoden  zur 
Synthese von RAFT Reagenzien gibt es noch eine Anzahl weiterer Methoden, welche 
im Folgenden kurz erläutert werden sollen. 
 
Addition von Dithiocarbonsäuren mit ungesättigten Verbindungen91 
 
 
Dithiocarbonsäuren sind in der Lage sowohl als Nucleophil als auch als Elektrophil 
zu  reagieren.  In  Gegenwart  eines  nucleophilischen  Olefins,  wie  etwa  Styren, 
reagieren Dithiocarbonsäuren als Elektrophile. Die Additionsreaktion findet nach der 
Markownikov‐Regel am Kohlenstoffatom mit der höchsten Substitution statt 
 
 
Synthese von Dithioestern mit Hilfe von P4S10 oder Na3PS4 
 
Neueste  Veröffentlichungen  zeigen  für  die  Synthese  von  Dithioestern  die 
Verwendung  von  Phosphorpentasulfid  P4S1092  oder  Natriumtetrathiophosphat 
Na3PS493. Die Reaktion von Carbonsäuren mit Alkoholen oder Thiolen in Gegenwart 
von  P4S10  als  Katalysator  und  Reagenz  ergibt  den  korrespondierenden 
Dithiocarbonsäureester in großen Ausbeuten. 
In gleicher Weise können Dithiocarbonsäureester  in situ während der Reaktion von 
Natriumtetrathiophosphat  mit  carbonsäurehaltigen  Verbindungen  hergestellt 
werden. Durch Zugabe von Monomer und radikalischen Initiator finden diese direkt 
Einsatz als RAFT‐Reagenzien. 
 
 
                                                 
91 Quinn, J. F.; Rizzardo, E., Davis, T. P. Chem. Commu. 2001, 1044‐1045 
92 Sudalai, A.; Kanagasabapathy, S.; Benicewicz, B. C. Organic Letters 2000, 2, 3213‐3216 
93 Dureault, A.; Destarac, M.; Leising, F.; Guerrero‐Santos, R.; Gnanou, Y.; Taton, D. Polym. Prepr. (Am. 
Chem. Soc., Div. Polym. Chem.) 2002, 43, 120‐121 
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Abbildung 3‐16 Herstellung eines Kettenübertragungsreagenzes 
durch Reaktion einer Dithiocarbonsäure mit Styren 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Polymersynthese 
 
In dieser Arbeit wurden P(NiPAAm) basierende Polymere mit Hilfe von freien und 
kontrolliert  radikalischen  Methoden  hergestellt.  Da  die  meisten  verwendeten 
Monomere  käuflich  erworben  wurden,  wird  hier  nicht  auf  deren  Herstellung 
eingegangen.  Verschiedene  Kettenübertragungsreagenzien  (CTA)  wurden  zur 
Durchführung  der  kontrollierten  radikalischen  Polymerisation  benötigt  und 
dargestellt.  Mit  deren  Hilfe  war  es  möglich,  erste  kontrollierte 
P(NiPAAm‐g‐PEGMA)‐Kammcopolymere herzustellen. Im nächsten Schritt wurden 
aktive  P(NiPAAm)‐CTA Makrokettenübertragungsreagenzien  zur Herstellung  von 
Blockcopolymeren synthetisiert. 
Die Abkürzung der hergestellten Polymere, P, wird dabei mit ihrem PEGMA‐Gehalt 
indiziert.  Ein  P(NiPAAm‐g‐DEGMA)‐Copolymer  mit  0,5  Mol%  DEGMA,  also 
~1,3 Gew.% DEGMA wird  als P1,  bezeichnet. Kam die RAFT‐Methode  zu Einsatz, 
also weisen die Produkte eine geringe Molmassenverteilung auf, wird der Angabe 
über  den  PEGMA‐Anteil  ein  „RAFT“,  nachgestellt.  P(NiPAAm)  mit  einer 
Molmassenverteilung von ~1,3, wird als P0, RAFT abgekürzt, da es kein PEG enthält. 
Die  hergestellten  Blockcopolymere  basieren  auf  einem  ersten  P(NiPAAm)‐Block, 
welcher  ein  aktives  Kettenübertragungsreagenz  am  Kettenende  enthält,  P0‐CTA. 
Daraus  resultierende  Blockcopolymere  werden  mit  „Block“  im  Index  kenntlich 
gemacht.  Ein  P(NiPAAm‐b‐DEGMA)‐Blockcopolymer  mit  ~36 Gew.% 
Diethylenglykolmethacrylat (DEGMA) als 2. Block, heißt: P36, Block. 
 
4.1.1 Freie radikalische Polymerisation 
 
Die  zur  radikalischen  Polymerisation  verwendeten  Azoinitiatoren  sind  in  unten 
stehender Tabelle mit ihren Strukturformeln abgebildet. 
 
Tabelle 4‐1 Übersicht über die verwendeten Azoinitiatoren 
Bezeichnung (Abk.)  Struktur  10 h Halbwertzeit bei 
2,2´‐Azo‐
bisisobutyronitril, 
AIBN 
N N
NC CN  
65°C 
(Toluen) 
4,4´‐Azo‐
bis(4‐cyanopentansäure), 
ACPA 
N N
NC
HOOC COOH
CN  
69°C 
(Wasser) 
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Neben P(NiPAAm)‐Homopolymeren (P0) mit einer Tcr. von ~32°C wurden über freie 
radikalische Polymerisationen P(NiPAAm‐g‐PEGMA)‐Copolymere mit Tcr.  in einem 
Bereich von 32‐37°C hergestellt. 
Diese  wurden  zur  Immobilisierung  mit  Hilfe  des  Argonniederdruckplasmas 
verwendet. Weiterhin wurden  reaktive  thermisch  sensitive  Aktivestercopolymere, 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm), mit  unterschiedlicher  Zusammensetzung  und  Tcr.  im 
Bereich von 28‐30°C hergestellt 
 
 
4.1.1.1 Poly(N‐isopropylacrylamid) 
 
Poly(N‐isopropylacrylamid), mit der Abkürzung: P0, wurde mit Hilfe von AIBN  in 
Dioxan polymerisiert. Das Polymer wurde in 40°C warmen Wasser ausgefällt und im 
Vakuum getrocknet. 
Einen Überblick über die erhaltenen Molmassen gibt die folgende Tabelle. 
 
Tabelle 4‐2 Übersicht der Polymereigenschaften des in der Zellkultur eingesetzten P(NiPAAm) (P0)  
Molmasse in g/mol  Phasenübergangstemperatur in 
H2O (°C) 
Tg in °C 
Bezeichnung 
Mn  Mw  Mw/Mn  DSC  Trübung  DSC 
P0  43000  130000  3  34,2  33  140 
 
Das  weiße  Produkt  wurde  bis  zur  weiteren  Verwendung  trocken  gelagert. 
Abbildung 4‐1 zeigt das 1H‐NMR‐Spektrum des hergestellten P(NiPAAm), P0. 
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Abbildung 4‐1 1H‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 von P(NiPAAm), P0 
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GPC 
 
Bei der Bestimmung der Molmassen von NiPAAm‐haltigen Polymeren mit Hilfe der 
Gelpermeationschromatographie  (GPC)  treten eine Reihe von Problemen94,95 auf, so 
dass die angegeben Werte kritisch betrachtet werden müssen. 
Zunächst  ist die GPC  ist keine absolute Methode, d.h., es werden Vergleichsproben 
(Standards)  mit  bekannter  Molmasse  zur  Bestimmung  verwendet.  Genau  diese 
Vergleichsproben sollten exakt dem zu untersuchenden System entsprechen, um die 
Molmasse errechnen zu können.  Im Falle der P(NiPAAm)‐Copolymere  sind  solche 
Standards  aber  nicht  verfügbar, weshalb  die  ermittelten Werte  nur  untereinander 
vergleichbar  sind und keinesfalls als exakte Molmassen behandelt werden können. 
Probleme zeigen  sich auch beim mehrmaligen Vermessen ein und derselben Probe 
zu  verschiedenen Zeitpunkten  unter  vergleichbaren  Bedingungen  (Säulenmaterial, 
Elutionsmittel,  Lösungsbedingungen,  Standard),  wobei  unterschiedliche  Resultate 
erzeugt werden. Die  Ergebnisse  liegen  allerdings  in  der  gleichen Größenordnung, 
wie Tabelle 4‐3 zeigt. 
 
Tabelle 4‐3 Vergleich von GPC‐Ergebnissen eines Polymers, bestimmt in unterschiedlichen 
Durchläufen und mit verschiedenen Messsystemen  
 
Nr. der 
Messung 
Polymer  Mn  Mw  Mw/Mn  Bedingungen 
1  P0  61500  124000  2,01  DMAc, Ri‐Detektor 
2  P0  55000  140000  2,55  DMAc, Ri‐Detektor 
3  P0  43000  130000  3  DMAc, Ri‐Detektor 
4  P0  166000  240000  1.5  DMF, MALLS‐Detektor 
 
Ein weiteres Problem wird in Tabelle 4‐3 Nr. 4 deutlich. Beim Wechsel des gesamten 
Messsystems  erhält  man  komplett  andere  Werte,  welche  wiederum  nur 
untereinander vergleichbar sind. So sind die Wechselwirkungen des Polymers und 
damit  die  Trennleistung mit  jedem  Säulenmaterial  verschieden  und  generell  auch 
vom  Lösungsmittel  abhängig.  Die  deutlich  geringere  Molmassenverteilung  der 
4. Messung wird  durch  den  verwendeten  Lichtstreudetektor  nur  vorgetäuscht,  da 
kleinere Molmassen nicht korrekt  erfasst werden und die Berechnung verfälschen, 
woraus  sich  der  Fehler  bei  Mn  ergibt,  da  dieses  berechnet  werden  muss.  Diese 
Methode  hat  aber  den  Vorteil,  aufgrund  des MALLS‐Detektors  (engl.  für Multi‐
Angle‐Laser‐Light‐Scattering), absolute gewichtsmittlere Molmassen (Mw) ermitteln zu 
können. 
Die  Probleme  bei  der  Bestimmung  der Molmassen  von  P(NiPAAm)‐basierenden 
Copolymeren hängen eng mit der Wasserstoffbrückenbindungsstärke  innerhalb des 
Polymers zusammen. Der sichtbare Effekt des Ausfallens des Polymers in wässrigen 
                                                 
94 Cole, C.‐A.; Schreiner, S. M.; Monji, N. Polym. Prepr. (Am. Chem. Soc., Dev. Polym. Chem.) 1986, 27(1), 
237‐238 
95 Yang, H. J.; Cole, C.‐A.; Monji, N.; Hoffman, A. S. J. Poly. Sci., Part A: Polym. Chem. 1990, 28, 219‐226 
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Lösungen bei ~30‐35°C, findet auch in anderen Lösungsmitteln statt, ohne dass dort 
das Polymer  vollständig unlöslich wird. Die  zur GPC  verwendeten Lösungsmittel 
bilden  entweder  selbst  WBB  oder  enthalten  etwas  Wasser,  weshalb  die 
Wechselwirkungen  mit  P(NiPAAm)‐Polymeren  sehr  hoch  sind.  Ein  weiterer 
Einflussfaktor  ist  die Vorbehandlung  der  Polymere,  d.h.,  für  ein  nicht  vollständig 
getrocknetes oder ein aus organischen Lösungsmitteln frisch gefälltes Polymer erhält 
man eine verfälschte Molmasse96. 
Eine genaue Bestimmung der  zahlenmittleren Molmasse von P(NIPAAm)‐haltigen 
Polymeren  ist  also  nur  durch  NMR‐spektroskopische Methoden,  mit  Hilfe  einer 
Endgruppenanalyse, möglich.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
96 Ganachaud, F.; Monteiro, M. J.; Gilbert, R. G.; Dourges, M.‐A.; Thang, S. H.; Rizzardo, E. 
Macromolecules 2000, 33, 6738‐6745 
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4.1.1.2 P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymere 
 
Zur  Herstellung  von  Oberflächen  mit  abgestufter  Hydrophobizität  wurden 
Copolymere  mit  Hilfe  des  bereits  vorgestellten  PEGMA‐Makromonomers 
synthetisiert. Aufgrund der parallel durchgeführten Zellversuche, welche Probleme 
mit  der Zelladhäsion  zeigten, wurde  der  PEG‐Gehalt  bis  auf  ein Gewichtsprozent 
kontinuierlich gesenkt.  
Hinsichtlich  der  Phasenübergangstemperatur  ist  das  dargestellte  P25  (entspricht 
~25 Gew.%  Ethylenglykolanteil)  mit  einer  Tcr.  von  37°C  optimal.  Wie 
Schmaljohann97,98 et. al. zeigen konnten, sind auf diesem Copolymer mit einem recht 
hohen PEG‐Anteil Zellkulturen mit Mausfibroblasten möglich.  Jedoch war es nicht 
möglich, diese Ergebnisse zu reproduzieren, auch zeigte sich, dass andere Zellen wie 
HUVECs  nicht  auf  solchen  Oberflächen  adhärierten.  Aus  diesem  Grund wurden 
Copolymere mit  einem  geringerem  PEG‐Gesamtanteil  synthetisiert. Diese  besitzen 
eine  niedrigere  Phasenübergangstemperatur,  was  jedoch  mit  einer  Zunahme  der 
Schärfe des Phasenübergangs einhergeht. 
Obwohl die Phasenübergangstemperatur bei P1 nahe bei der von P0 liegt, wurde ein 
differenziertes Zellablöseverhalten gefunden. 
Die Synthese der Copolymere wurde üblicherweise in Dioxan als Lösungsmittel und 
AIBN  als  Initiator  durchgeführt.  Nach  einer  Polymerisationszeit  von  rund 
19 Stunden im 70°C heißen Ölbad wurde die Polymerlösung zum Reinigen in Ether 
gefällt. Bei Polymeren mit einem hohen PEG‐Anteil ist die Verwendung von kaltem 
Ether vorzuziehen. Diese Copolymere sind auch nur noch schlecht bis unmöglich zu 
filtrieren.  Die  Polymere  konnten  unter  diesen  Bedingungen  in  Ausbeuten  von 
90‐100 %  der  eingesetzten  Monomere  mit  Molmassen  von  18000‐55000 g/mol 
gewonnen werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a aus 1H‐NMR‐Spektrum 
b GPC, DMAc mit 2Vol% H2O + 3 g/l LiCl, Ri‐Detektor gegen PVP‐Standard, starke Abweichungen 
zwischen verschiedenen Messungen eines Polymers 
                                                 
97 Schmaljohann, D.; Oswald, J.; Jørgensen, B.; Nitschke, M.; Beyerlein, D.; Werner, C. 
Biomacromolecules 2003, 4, 1733 
98 Schmaljohann, D. e‐Polymers 2005, no. 021 
81500001800074.3:25.798.5:1.598.8:1.2PEG2080MANiPAAmP25 P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)
3.11700005500094.8:5.299.2: 0.899.1:0.9PEG475MANiPAAmP5 P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)
3.21300004000098.7:1.399.5: 0.599.5: 0.5DEGMANiPAAmP1 P(NiPAAm‐co‐DEGMA)
313000043000100:0100:0100:0‐NiPAAmP0P(NiPAAm)
Gew.%Mol.%Mol.%
Mw/MnMwMn
im Polymerain Reaktionslsg.
Molmassen / ‐verteilung
in g/molb
Verhältnis der
Monomeren
MonomereBezeichnung
Tabelle 4‐4 Übersicht über die frei radikalisch synthetisierten PEG‐Copolymere 
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Wie  aus Tabelle  4‐4  ersichtlich  ist, wurde  zur  Senkung des PEG‐Gesamtanteils  im 
Copolymer nicht nur das Verhältnis der Monomere zueinander variiert, sondern es 
wurden auch kürzere Kettenlängen des benutzten PEGMA‐Monomers verwendet. 
P1  ist mit  nur  etwa  einem Gew.%  Ethylenglykolanteil  dabei  auch  hinsichtlich  der 
Phasenübergangstemperatur in Wasser dem reinen P(NiPAAm), P0, am ähnlichsten. 
P5 mit  rund  5 Gew.% PEG‐Anteil besitzt wie P0 und P1  eine Molmassenverteilung 
von rund drei und hat  im Vergleich zu diesen eine  leicht höhere Molmasse. P25 mit 
zwar  nur  1,5  Mol.%  PEG2080MA  hat  aufgrund  der  langen  Seitenkette  etwa 
25 Gew.% PEG‐Anteil. Die bestimmte Molmassenverteilung  liegt deutlich über der 
der  anderen  Polymere.  Dies  kann  auf  die  Nebenreaktionen  der  Seitenkette 
zurückgeführt werden.  
Bei der Synthese eines solchen Copolymers (P25) in Wasser mit Ammoniumpersulfat 
(APS)  und  Tetramethylethylendiamin  (TEMED)  als  Initiatorsystem  vernetzt  das 
Polymer  ohne  Zugabe  eines  Vernetzers  nach  wenigen  Minuten  bei  RT  im 
Reaktionskolben.  Aus  diesem  Grund  ist  die  Synthese  solcher  hoch  PEG‐ylierten 
Copolymere  in  organischen  Lösungsmitteln  bzw.  mit  Hilfe  von  Azoinitiatoren 
erfolgt.  Diese  liefern  die  benötigten  Startradikale  über  einen  längeren  Zeitraum, 
wodurch die Nebenreaktionen, welche zur Vernetzung führen, unterdrückt werden 
können. 
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Wie  eigene  Arbeiten99  belegen,  kann  aufgrund  der  bestimmten 
Copolymerisationsparameter  davon  ausgegangen  werden,  dass  die  hergestellten 
Copolymere  eine  statistische  Verteilung  der  PEG‐Seitenketten  im  Polymer 
aufweisen. Dies wird auch durch die Veränderung der Tcr. (siehe 4.1.3.) bei höheren 
PEG‐Gehalten  deutlich.  Würde  eine  Blockbildung  stattfinden,  wäre  die 
Temperaturverschiebung der Tcr. nicht so deutlich. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Zusammensetzung  der Copolymere wurde mit Hilfe  der NMR‐Spektroskopie 
ermittelt (siehe Abbildung 4‐2), wobei die Integrale bei δ=3.84 ppm für NiPAAm und 
δ=3.24 ppm  ausgewertet  wurden.  Die  Signale  bei  δ=4,  3.57 ppm  können  nur  bei 
hohen Molgehalten der Comonomerkomponente verwendet werden, da diese sonst 
stark verbreitert und somit nicht auswertbar sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
99 Gramm, S.; Komber, H.; Schmaljohann, D. J. Polym. Sci.: Part A: Poly. Chem. 2005, 43, 142–148 
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Abbildung 4‐2 1H‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 eines P(NiPAAm‐co‐DEGMA)  
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4.1.1.3 Poly(N‐(Alkylaktivester)‐methacrylamid) Copolymere 
 
Aktivester  auf  Basis  von  N‐Hydroxysuccinimid  (NHS),  seitenständig  in  eine 
Polymerkette  eingebracht,  sind  aufgrund  ihrer Reaktion mit primären Aminen  für 
biologische  Anwendungen  hochinteressant.  Dabei  laufen  die  polymeranalogen 
Kopplungsreaktionen nicht nur in Lösungen effizient ab, sondern auch in dünnen an 
Oberflächen immobilisierten Polymerschichten.  
Es gibt bereits  eine breite Anwendung von Aktivestercopolymeren100 auf Basis des 
käuflichen Succinimids  (NASI –  engl. N‐acryloxysuccinimide).  (siehe Abbildung 4‐3). 
Diese  Copolymere  finden  Verwendung  bei  der  Konjugation  solcher  reaktiver 
Polymere  mit  Proteinen  für  die  Affinitätschromatographie101,  Immunoassays102, 
Biokatalysatoren103  u. v. a. m.  So  beschreiben Uludag  et.  al.104  die Konjugation  von 
RGD‐haltigen  Peptiden  mit  thermisch  schaltbaren  P(NiPAAm‐co‐NASI)‐
Copolymeren  zur  Erhöhung  der Wechselwirkung  zwischen  Zellen  und  Substrat, 
wobei  extreme  Unterschiede  in  Zelladhäsion  und  Zellform  gegenüber  dem 
unkonjugierten Substrat bestehen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der Vorteil bei der Verwendung von Aktivesterkomponenten ist die schnelle und bei 
Raumtemperatur ablaufende Reaktion mit primären Aminen. Andere Systeme, wie 
z.B. Maleinsäureanhydridcopolymere (MSA‐Copolymere), die ebenfalls mit Aminen 
reagieren  können,  benötigen  zur Aktivierung  höhere  Temperaturen.  Im  Falle  der 
MSA‐Copolymere  zum  Beispiel  für  die  Aktivierung  bzw.  Ausbildung  der 
Anhydridgruppe, da diese nicht hydrolysestabil ist.  
                                                 
100 Theato, P.; Kim, J.‐U.; Lee, J.‐C. Macromolecules 2004, 37, 5475‐5478 
101 eine Übersicht gibt: Hoffman, A. S. Clin. Chem. 2000, 46, 1478‐1486 
102 Monji, N.; Cole, C.‐A.; Hoffman, A. S. J. Biomater. Sci. Polym. Edn. 1994, 5, 407‐420 
103  Ivanov, A. E.; Edink, E.; Kumar, A.; Galaev,  I. Y.; Arendsen, A. F.; Bruggink, A.; Mattiasson, B. 
Biotechnol. Prog. 2003, 19, 1167‐1175 
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Abbildung 4‐3 NASI (N‐Acryloxysuccinimid, links) und  
N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid (NHSMAAm, rechts) 
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In  dieser  Arbeit  wurden  2  Copolymere  von  NiPAAm  und 
N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid  (NHSMAAm)  mit  unterschiedlicher 
Zusammensetzung  synthetisiert.  Es  kann  gezeigt  werden,  dass  diese  an 
aminosilanisierten  Oberflächen  anbinden  und  mit  Hilfe  von  Diaminvernetzern 
dickere Schichten bilden können. 
Die  Synthese  des  Succinimidaktivestermonomers  wurde  in  zwei  Schritten 
durchgeführt. An  dieser  Stelle,  vielen Dank  an  Frau Dr. Marie  F. Gouzy  für  die 
Bereitstellung des Monomers.  
Zuerst  wurde  6‐(Amino)‐hexansäure  (1)  mit  Methacrylsäurechlorid  (2)  zu 
6‐(Methacrylamido)hexansäure (3) umgesetzt (siehe Abbildung 4‐4) 
 
Die  Säurefunktionalität wurde  dann mit Hilfe  von  1,3‐(Dicyclohexyl)‐carbodiimid 
(DCC)  und  N‐(Hydroxy)‐succinimid  (4)  verestert  (siehe  Abbildung  4‐5).  Das 
resultierende Monomer (5) wurde bis zur weiteren Verwendung kühl aufbewahrt. 
 
Das mit  dieser  Arbeit  vorgestellte Monomer  (N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid, 
NHSMAAm)  besitzt  eine  polymerisierbare  Methacrylamideinheit,  die  über  eine 
Pentylbrücke  mit  der  succinimidaktivierten  Carbonsäure  verbunden  ist  (siehe 
Abbildung 4‐5). 
H2N COOH
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N COOH
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Abbildung 4‐4 Synthese von 6‐(Methacrylamido)hexansäure 
Abbildung 4‐5 Synthese von N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid (NHSMAAm) 
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Die  Synthese  der  Copolymere  (Abbildung  4‐6)  erfolgte  durch  freie  radikalische 
Polymerisation in Dioxan als Lösungsmittel und AIBN als Initiator. Nach 2 Stunden 
bei 70°C wurde die Reaktion durch Ausfällen des Produktes  in Ether gestoppt. Die 
Ausbeute liegt bei über 95% der eingesetzten Monomere. Es wurden 2 Polymere mit 
unterschiedlichem  Gehalt  an  Aktivestercomonomer  (4  bzw.  9  Mol.%)  hergestellt 
(siehe Tabelle 4‐5). Die Molmassen lagen für beide Produkte bei rund 55000 g/mol. 
 
 
2.91600005500094:691:9NHSMAAmNiPAAmP(NiPAAm‐co‐NAAMAAm)6
3.31800005500097:396:4NHSMAAmNiPAAmP(NiPAAm‐co‐NAAMAAm)3
Mw/MnMwMnMol.%Mol.%
im Polymerain Reaktionslsg.
Molmassen / ‐verteilungb
in g/mol
Verhältnis der Monomeren
MonomereBezeichnung
 
a aus 1H‐NMR‐Spektrum 
b GPC, DMAc mit 2Vol% H2O + 3 g/l LiCl, Ri‐Detektor gegen PVP‐Standard, starke Abweichungen 
zwischen verschiedenen Messungen eines Polymers 
 
Die  Zusammensetzung  der  Copolymere  kann  aus  dem  1H‐NMR‐Spektrum  leicht 
bestimmt werden (siehe Abbildung 4‐7). Dazu werden die Integrale bei δ=3.84 ppm 
für NiPAAm und δ=2.81 ppm für NHSMAAm ausgewertet.  
NH
O
NH
O
O
O
N
O
O
x y
stat.
Abbildung 4‐6 Struktur der synthetisierten P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)‐Aktivestercopolymere
Tabelle 4‐5 Übersicht über die hergestellten Aktivestercopolymere 
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Der Schaltpunkt dieser Copolymere in wässrigen Medien hängt wie bereits erwähnt 
von  der  Chemie  des  Comonomers  ab,  welche  in  diesem  Fall  recht  einfach  zu 
variieren  ist,  so  kann  man  z.B.  zwischen  den  reaktiven  Gruppen  verschiedene 
Brückenmoleküle mit abgestufter Hydrophilie verwenden, um den Schaltpunkt zu 
beeinflussen.  Die  hier  vorgestellten  Copolymere  auf  Basis  von 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm) zeigten einen  im Vergleich zu purem P(NiPAAm)  (P0) 
veränderten Schaltpunkt, wie Tabelle 4‐6 deutlich macht (vgl. dazu Bestimmung der 
Phasenübergangstemperatur in Kapitel 4.1.3.). 
 
Tabelle 4‐6 Schalttemperaturen der P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)‐Copolymere  
Bezeichnung  Tcr. a  Tcr. b  Tg c 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)3  30,5 °C  32,8 °C  136,4 °C 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)6  28,5 °C  31,3 °C  134 °C 
a on‐set Temperatur aus der Kühlkurve der UV‐Vis Trübungsmessung 
b on‐set Temperatur aus der Heizkurve der DSC Messung einer 0,1g/ml Lösung 
c on‐set Temperatur aus der Heizkurve der DSC Messung des Feststoffs 
 
Wie aus Tabelle 4‐6 ersichtlich wird, erniedrigt die Verwendung des aufgrund der 
Pentylkette gegenüber NiPAAm hydrophoberen Comonomers, NHSMAAm, die Tcr. 
des  Copolymers.  In  gleicher  Weise  ließe  sich  die  Tcr.  bei  Verwendung  von 
hydrophilen  Seitenketten  (z.B. Polyethylenglykol)  zu  höheren  Temperaturen 
verschieben.  
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Abbildung 4‐7 1H‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 von  
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)3 
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4.1.2 Kontrollierte radikalische Polymerisation 
 
Zur  Herstellung  von  kontrollierten  P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymeren  wurde 
der RAFT‐Prozess verwendet. Hiermit wurden kontrolliert radikalische Copolymere 
hergestellt,  um  diese  mit  ihren  frei  radikalischen  Analoga,  gleicher 
Zusammensetzung,  vergleichen  zu  können.  Weiterhin  wurden  definierte 
Kammblockcopolymere  auf  Basis  von  P(NiPAAm)  und  PEGMA  als  neue 
Architekturen  zur  Verwendung  als  innovative  Zellkultursubstrate  entwickelt 
worden. Diese haben das Potential bei gleicher  chemischer Zusammensetzung wie 
ihre  statistisch  aufgebauten  Analoga,  ein  differenziertes  Phasenverhalten  auf 
Nanoebene zu zeigen. 
Zur  Herstellung  von  kontrollierten  Polymeren  werden  die 
Kettenübertragungsreagenzien  gegenüber  dem  Initiator  im Überschuss  eingesetzt. 
Das  verwendete Verhältnis  beträgt  5:1  (CTA:I). Da  die CTA`s  nicht  käuflich  sind, 
wurden die in Tabelle 4‐7 gezeigten Kettenübertragungsreagenzien synthetisiert. 
 
4.1.2.1 Herstellung der Kettenübertragungsreagenzien 
 
Der Synthese von AIBN‐CTA und ACPA‐CTA ist auf Seite 30 näher erläutert.  
 
Tabelle 4‐7 Übersicht über die hergestellten RAFT‐Übertragungsreagenzien (CTA) 
Kettenübertragungsreagenz  Abkürzung  Struktur 
2‐(Cyanopropan‐2‐yl)‐benzodithioat  AIBN‐CTA 
S S
CN
 
4‐(Benzodithioyl)‐4‐cyanopentansäure ACPA‐CTA 
S S
CN
COOH
 
Benzyl‐benzodithioat  BDTB  S
S
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Die Ausbeuten lagen vor der Aufreinigung bei rund 80%, nur bei der Synthese von 
BDTB  waren  es  lediglich  40%.  Die  Aufreinigung  von  AIBN‐CTA  gestaltete  sich 
schwierig,  gelang  aber  durch  Säulenchromatographie  unter  Verwendung  einer 
Mischung von n‐Hexan und Ethylacetat als Eluent im Verhältnis 2:3. ACPA‐CTA ist 
ungleich schwerer zu reinigen. Hierbei kam ein Eluentengradient zum Einsatz, dabei 
wurde  das  Eluentengemisch  aus  Ethylacetat/Heptan  (1:1)  nach  Abtrennung  der 
Verunreinigungen durch reines Ethylacetat ersetzt.  
Die Synthese von BDTB wurde wie  in Abbildung 4‐8 durchgeführt. Dabei wird zu 
einer  Lösung  aus  Benzylchlorid  in  Ethylacetat  langsam  das  Dithiobenzoesäure‐
Natriummsalz  aus  wässrigen  Lösung  zugetropft.  Das  dabei  entstehende 
Zweiphasensystem  besteht  zuerst  aus  einer  bräunlichen  Wasserphase  und  einer 
klaren organischen. Nach 19 Stunden bei Raumtemperatur hat  sich die organische 
Phase durch die Bildung von BDTB rot gefärbt. Die wässrige Phase wird dabei klar. 
Nach Phasentrennung  ist eine Aufreinigung meist nicht nötig. Abbildung 4‐9 zeigt 
das 1H‐NMR‐Spektrum von Benzyldithiobenzoat (BDTB). 
S
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S
S
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Cl
Abbildung 4‐8 Synthese von BDTB aus Dithiobenzoesäure‐Natriummsalz und Benzylchlorid 
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Abbildung 4‐9 1H‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 von BDTB 
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Zur  Charakterisierung  des  zunächst  hergestellten  P(NiPAAm)‐Makro‐CTA`s 
(P0‐CTA) wurde das 13C‐NMR‐Spektrum herangezogen. Die Signale der durch BDTB 
erzeugten Endgruppen findet man durch den Vergleich der  13C‐NMR‐Spektren von 
BDTB  (Abbildung  4‐9)  und  der  P(NiPAAm)‐Makrokettenübertragungsreagenz 
wieder (siehe Abbildung 4‐13). 
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Abbildung 4‐10 13C‐NMR‐Spektrum in CDCl3von BDTB 
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4.1.2.2 Kontrollierte Synthese von P(NiPAAm) 
 
NiPAAm  wurde  unter  Verwendung  von  AIBN  und  BDTB  in  Anisol  als 
Lösungsmittel kontrolliert hergestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das  eingestellte  Verhältnis  von  Monomer  zu  Übertragungsreagenz  ergibt  unter 
Berücksichtigung  des Umsatzes  theoretisch  eine Molmasse  von  rund  20000 g/mol. 
Der Umsatz nach 24 Stunden liegt nur bei etwa 25%. 
 
Tabelle 4‐8 Reaktionsbedingungen zur Herstellung von P(NiPAAm)‐CTA (P0,CTA und P0,RAFT) 
Monomer 
(M) 
Initiator 
(I)  CTA 
Verhältnis 
M/I/CTA 
Lösungsmittel 
(LM) 
Vergältnis 
M/LM 
Dauer & 
Temp. 
NiPAAm  AIBN  BDTB  1000/1/5  Anisol  1/5 
24h bei 
100°C 
 
Mit Hilfe der NMR‐Spektroskopie wurden die Reinheit und die Zusammensetzung 
der  synthetisierten  Polymere  analysiert.  Ein  weitergehender  Einsatz  der  NMR‐
Spektroskopie  erfolgte mit der Berechnung von Molmassen nach Bestimmung des 
Gehalts  an  Endgruppen  in  kontrolliert  hergestellten  Polymeren,  sofern  dieser 
ermittelbar war.  Schon  bei Molmassen  über  15000  g/mol  ist  es  schwer,  den  CTA 
Gehalt  verlässlich  zu  ermitteln.  Die  Fehler  bei  der  Integration  im  gemessenen 
Spektrum sind im Verhältnis zum gemessenen Wert zu groß. 
Die  in Abbildung 4‐12 und Abbildung 4‐13 gezeigten Spektren dokumentieren die 
Synthese eines P(NiPAAm)‐CTA Makrokettenübertragungsreagenzes.  
Abbildung 4‐12 zeigt das 1H‐Spektrum eines P(NiPAAm)‐CTA aus der Reaktion von 
NiPPAm mit BDTB. Die genauen Reaktionsbedingungen zeigt die folgende Tabelle. 
Nach  zweimaligen Umfällen  des  Produktes  aus Dioxan  in Diethylether wird  das 
leicht  rote  Polymer  ohne  verbleibendes  Restmonomer  erhalten,  wie  die  folgende 
Abbildung verdeutlicht. 
S
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n
Abbildung 4‐11 Reaktionsschema der Synthese von P(NiPAAm)‐CTA 
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Im Bereich von 7.4‐7.9 ppm erkennt man das Vorhandensein der CTA‐Endgruppe. 
Aus der Integration des Signals bei 7.9 ppm welches 2 Protonen des CTA‐Reagenzes 
entspricht, kann man das Molgewicht des Makro‐CTA abschätzen. Dazu wird das 
Signal bei 3.84 ppm mit herangezogen, welches einem Proton einer NiPAAm‐Einheit 
entspricht. Das Verhältnis der beiden  Integrale ergibt einen  theoretischen Wert von 
~80 NiPAAm‐Einheiten  auf  ein  detektiertes  Kettenende.  Der  Fehler  bei  der 
Integration  ist,  je  nachdem  in welchen Grenzen  das  Integral  gebildet wird,  recht 
erheblich.  So  schwanken  die  errechneten  Werte  zwischen  70  und  80  NiPAAm‐
Einheiten.  Schlussfolgernd  bleibt  festzustellen,  dass  die  laut  1H‐NMR‐Spektrum 
berechnete Molmasse (Mn) bei rund 10000 g/mol liegt. 
Vergleichend mit GPC‐Messungen  am  selben Polymer,  in welchen die Molmassen 
gegenüber einem PVP‐Standard ermittelt wurden und die einer Molmasse (Mn) von 
rund  15000 g/mol  ergaben, wurde  laut NMR  eine  zu geringe Molmasse detektiert. 
Auch  gegenüber der  theoretisch möglichen Molmasse, Mn  ~  20000 g/mol, wurden 
mit Hilfe der NMR‐Spektroskopie geringere Molmassen gemessen. Die theoretische 
Molmasse  lässt  sich  aus  dem  Verhältnis  von Monomer  ([M]  in Mol%)  und  CTA 
([CTA]  in Mol%) und der Molmasse des Monomers (Mw, Monomer) bestimmen. Bei 100 
Prozent Umsatz gilt:  
 
Mn, theo = ([Mn] ∙ Mw, Monomer) / [CTA]    Gleichung 1 
 
Zur genaueren Untersuchung der aktiven CTA‐Endgruppe wurde das  13C‐Spektum 
dieses Polymers ausführlich interpretiert, wie Abbildung 4‐13 verdeutlicht.  
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Abbildung 4‐12 1H‐NMR‐Spektrum des Makrokettenübertragungsreagenz P(NiPAAm)‐CTA, 
P0,RAFT und P0,CTA 
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Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  das  Kettenübertragungsreagenz  auch  nach 
mehrmaligen  Umfällen  im  Produkt  verbleibt  und  beide  Reste  des 
Übertragungsreagenzes im Polymer detektiert werden können. 
Dies bestätigen auch Monomeradditionsexperimente, mit deren Hilfe die Molmasse 
des  1. Blockes  gesteigert  werden  konnte.  Dazu  wurde  P0‐CTA  mit  weiterem 
NiPAAm‐Monomer ohne Zusatz von Initiator 5 Tage bei 95°C belassen. Die Addition 
von  weiteren  NiPAAm‐Einheiten  ist  nicht  mit  Hilfe  der  NMR‐Spektroskopie 
nachzuweisen aber aus den GPC‐Ergebnissen ersichtlich.  
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Abbildung 4‐13 13C‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 eines Makrokettenübertragungsreagenz 
P(NiPAAm)‐CTA  
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Wie  aus  den  GPC‐Kurven  in  Abbildung  4‐14  deutlich  zu  erkennen  ist,  eluiert 
P0‐b‐P(NiPAAm)  vor  P0‐CTA,  was  auf  eine  höhere Molmasse  schließen  lässt,  da 
größere Moleküle weniger Wechselwirkungen mit  dem  Säulenmaterial  haben  als 
Polymere mit geringerer Molmasse. Der Zuwachs der Molmasse beträgt, gemessen 
mit  Hilfe  eines  PVP‐Standards,  rund  3000 g/mol.  Daraus  ergibt  sich  ein 
Kettenzuwachs von nur ca. 16%. 
P0‐CTA wurde zur Herstellung von Blockcopolymeren mit DEGMA und PEG475MA 
verwendet, was im entsprechenden Kapitel beschrieben wird. 
 
1.22700022000NiPAAmP0‐CTAP0‐b‐P(NiPAAm)
1.32500019000BDTBNiPAAmP(NiPAAm)‐CTA, P0‐CTA
Mw/MnMwMn
Molmassen / ‐verteilungb
in g/molZusammensetzungBezeichnung
Tabelle 4‐9 Vergleich der Molmassen P0‐CTA und P0‐b‐P(NiPAAm) 
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Abbildung 4‐14 Vergleich der Elutionsvolumina von P0‐CTA und P0‐b‐P(NiPAAm), vor bzw. nach dem 
Monomeradditionsexperiment 
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4.1.2.3 Kontrollierte  Synthese  von  P(NiPAAm‐co‐PEGMA) 
Copolymeren 
 
Die Synthese der Copolymere wurde üblicherweise in Dioxan als Lösungsmittel und 
AIBN  als  Initiator  durchgeführt.  Das  Verhältnis  Initiator  zu  CTA  wurde  mit 
AIBN:AIBN‐CTA  1:5  konstant  belassen,  wie  auch  das  Verhältnis  Monomer  zu 
AIBN‐CTA mit 200:1. Nach einer Polymerisationszeit von rund 24 Stunden im 70°C 
heißen Ölbad, wurde die Polymerlösung zum Reinigen in Ether gefällt.  
Die  Polymere  konnten  in  Ausbeuten  von  25‐40 %  der  eingesetzten  Monomere 
gewonnen werden. Eine Ausnahme dabei bildet P0, hier  lag die Ausbeute nur bei 
rund 20 %. 
 
a aus 1H‐NMR‐Spektrum 
b GPC, DMAc mit 2Vol% H2O + 3 g/l LiCl, Ri‐Detektor gegen PVP‐Standard, starke Abweichungen 
zwischen verschiedenen Messungen eines Polymers 
 
Die  leicht  rosa  Produkte  haben  generell  eine  geringere  Molmasse  als  ihre 
unkontrolliert hergestellten Analoga wie Abbildung 4‐15 zeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4700001500080.5:19.597.3:1.398.8:1.2PEG2080MANiPAAmP20, RAFTP(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)
1.3190001400097.5:2.598.5:1.599:1PEG475MANiPAAmP2.5 P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)
1.32500019000100:0100:0100:0‐NiPAAmP0, RAFTP(NiPAAm)
Mw/MnMwMnGew.%Mol.%Mol.%
im Polymerain Reaktionslsg.
Molmassen / ‐verteilungb
in g/mol
Verhältnis der
Monomeren
MonomereBezeichnung
Tabelle 4‐10 Übersicht über die kontrolliert radikalisch synthetisierten Polymere 
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Abbildung 4‐15 Vergleich der Molmassen (Mw) und Molmassenverteilung (Mw/Mn) von kontrolliert 
und frei radikalisch hergestellten Polymeren 
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Die  ermittelte  Mollmassenverteilung  für  die  mit  Hilfe  der  RAFT  hergestellten 
Copolymere liegt bei rund 1.3. Nur P20,RAFT zeigt eine deutlich höhere Polydispersität, 
welche  allerdings wiederum  nur  rund  halb  so  groß  ist wie  die  von  P25, was mit 
ähnlicher Zusammensetzung eine Polydispersität von rund 8 besitzt. 
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4.1.2.4 Kontrollierte Synthese von P(NiPAAm‐b‐PEGMA)‐
Blockcopolymeren 
 
Der  erste  Block  bestehend  aus  P(NiPAAm)‐CTA  (P0‐CTA),  wurde  weiter  mit 
DEGMA bzw. PEG475MA umgesetzt. Bei einer Reaktionsdauer von 5 Tagen bei 95°C 
ohne  Zusatz  eines  Initiators  erhöhte  sich  die  Molmasse  (Mn)  um  jeweils  rund 
5000 g/mol, wobei die Polydispersität sich von 1.6 zu 1.4 bzw. 1.3 leicht verringerte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c aus 1H‐NMR‐Spektrum 
d GPC, DMAc mit 2Vol% H2O + 3 g/l LiCl, Ri‐Detektor gegen PVP Standard, starke Abweichungen 
zwischen verschiedenen Messungen eines Polymers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit Hilfe des Verhältnisses der  Integrale der Peaks der beiden Komponenten kann 
aufgrund  des  gezeigten  1H‐NMR‐Spektrums  die  Zusammensetzung  der  Polymere 
errechnet werden. Das Verhältnis aus den Signalen bei δ=3.8 ppm  (PNiPPAm) und 
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Abbildung 4‐16 1H‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 eines P(NiPAAm‐b‐DEGMA)‐Blockcopolymers 
1.3290002300079:2194:0.06cPEG475MANiPAAmP21, Block,P(NiPAAm-b-PEGMA)
1.4330002400063:3674:26cDEGMANiPAAmP36, Block,P(NiPAAm-b-DEGMA)
1.2270002200086:1486:14dNiPAAmNiPAAmP0, Block, P0-b-PNiPAAm
1.32500019000‐98:2cCTA: BDTBNiPAAmP0‐CTA
Mw/MnMwMnGew.%Mol.%
2. Block1. Block
Molmassen / ‐verteilungd
in g/mol
Verhältnis der
Blöcke
Monomere
Bezeichnung
Tabelle 4‐11 Übersicht über die synthetisierten Blockcopolymere 
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4.0 ppm (DEGMA) ergibt eine Zusammensetzung des Blockcopolymers P(NiPAAm‐
b‐DEGMA) von erstem Block zu zweitem Block von 93:7 Mol.%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  Polydispersität,  welche  mit  Hilfe  der  GPC  ermittelt  wurde,  zeigte  keine 
signifikante Verbreiterung des Signals.  Im Gegenteil, die bestimmte Polydispersität 
verringerte sich von 1.6 auf 1.4, wobei auch nur ein je Signal gefunden wurde, wie in 
Abbildung  4‐17  und  Abbildung  4‐18  gezeigt.  Dies  indiziert,  dass  kaum  tote 
Kettenenden bei der Synthese des ersten Blocks entstanden  sind bzw. dass das  im 
Überschuss vorhandene zweite Monomer nicht autopolymerisiert ist. 
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Abbildung 4‐17 Vergleich der Elutionsvolumina von P0‐CTA und P0‐b‐DEGMA 
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Abbildung 4‐18 Vergleich der Elutionsvolumina von P0‐CTA und P0‐b‐PEG475MA 
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Die abgebildeten  1H‐ und  13C‐NMR‐Spektren wurden von einem P0,RAFT‐b‐DEGMA‐
Blockcopolymer  (Mn=19000 g/mol,  Mw=26000 g/mol,  Mw/Mn~1.4)  aufgenommen, 
welches  aus  P0,RAFT‐CTA  (Mn=15000 g/mol,  Mw=24000 g/mol,  Mw/Mn~1.6)  durch 
Zugabe von DEGMA und nach 3 Tagen Reaktionsdauer entstanden ist.  
Die  Spektren  von  Blockcopolymeren  und  statistischen  Copolymeren mit  gleicher 
chemischer Zusammensetzung unterscheiden sich nicht. 
 
Die  Ausbeute  nach  5  Tagen  Reaktionsdauer  lag  bei  ~100%  des  eingesetzten 
Makrokettenübertragungsreagenzes.  Der  Umsatz  an  Monomer,  welches  an  den 
ersten  Block  addiert  wurde,  ist  unerheblich.  Der  Kettenlängenzuwachs  beträgt 
zwischen 20% und 25%, so dass PEG‐Anteile von 14‐36 Gew.% erhalten wurden. 
 
Aufgrund der langen Reaktionszeiten und geringer Ausbeuten von wenigen 100 mg 
Blockcopolymer  sowie  der  angesprochenen  Probleme  bei  der  Schichtpräparation 
kamen die hergestellten Blockcopolymere bis jetzt noch nicht zur Anwendung. Es ist 
aber  weiterhin  von  Interesse,  diese  Strukturen  aufgrund  ihres  Potentials  zur 
Mikrophasenseparation in der Zellkultur einzusetzen.  
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Abbildung 4‐19 13C‐NMR‐Spektrum in DMSO‐d6 eines P0‐b‐DEGMA Blockcopolymers 
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4.1.3 Charakterisierung des Phasenübergangs in Lösung 
 
Zur Charakterisierung des Phasenübergangs der dargestellten Copolymere wurden 
folgende  Methoden  eingesetzt:  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung,  zur  Bestimmung  der 
Phasenübergangstemperatur;  DSC  (engl.  für  differential  scanning  calorimetry)  zum 
einen zur Ermittlung der Tcr. von Lösungen und zum anderen zur Bestimmung des 
Glasübergangs (Tg) der Feststoffe. 
 
 
4.1.3.1 DSC 
 
Mit Hilfe der DSC können Wärmetönungen detektiert werden. So kann mit Hilfe der 
DSC der Glasübergang  (Tg) bei Polymeren beobachtet werden. Aber auch Schmelz‐ 
und Kristallisationseffekte gehen mit Wärmetönungen einher und werden so durch 
die DSC detektiert. 
Bereits  1969 wurde  von Heskins  und Guillet105  festgestellt,  dass  bei  der  LCST  ein 
endothermer Effekt zu beobachten  ist. Weitere Messungen von Schild und Tirrell107 
zeigten  später  gute Übereinstimmungen  der mit Hilfe  der DSC  ermittelten Werte 
gegenüber den Ergebnissen der (UV‐Vis)‐Trübungsmessungen. 
Dieser endotherme Effekt hat eine Enthalpie von etwa 6.3 kJ/mol106, was  im Bereich 
von  Wasserstoffbrückenbindungen  liegt.  Schild  und  Tirrell107zeigten  in  weiteren 
Messungen, dass die Peakform und auch die LCST durch Salze, oberflächenaktive 
Substanzen,  ein  zweites  Lösungsmittel  oder  Comonomere  beeinflusst  werden. 
Shibajama  bestimmte  die Anzahl  der  gebundenen Wassermoleküle  pro NIPAAm‐
Wiederholungseinheit ebenfalls mit DSC Messungen auf ca. 13.108  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
105 Heskins, M.; Guillet, J. E. Macromol. Sci. Chem. 1969, 2, 1441 ff 
106 Schild, H. G. Prog. Polym. Sci. 1992, 17, 163‐249 
107 Schild, H. G., Tirrell, D. A. J. Phys. Chem. 1990, 94, 4352 
108 Shibajama, M.; Mizutani, S.; Nomura, S. Macromolecules 1996, 29, 2019 
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Abbildung 4‐20 zeigt u. a. ein DSC‐Diagramm in H2O des reinen P(NIPAAm) (P0) bei 
einer  Heizrate  von  1 K  pro  Minute.  Die  Untersuchungen  zeigen,  dass  der 
endotherme  Effekt  bei  DSC‐Messungen  vollständig  reversibel  ist,  also  auch  nach 
mehreren Durchläufen in dem gleichen Maße messbar. 
Zugleich  erkennt man mit  steigendem Comonomergehalt  auch  eine  Steigerung  in 
der Phasenübergangstemperatur (Tcr.). 
Bei  Copolymeren  mit  einer  nicht  schaltenden  Komponente  dürfen  die 
Comomomergehalte  nicht  zu  groß  werden,  da  ansonsten  der  Effekt  nicht  mehr 
beobachtbar  ist.  Es  kommt  schon  bei  geringen  Gehalten  von  Comonomer  im 
Copolymer  zu  einer  Verbreiterung  der  Peakform.  Dadurch  ist  der  Effekt  meist 
schlechter  sichtbar, weil die Peaks kleiner und unschärfer werden. Dies  ist darauf 
zurückzuführen, dass nicht mehr das gesamte Polymer einen Phasenübergang zeigt, 
sondern nur ein Teil des Moleküls temperatursensitiv reagiert. 
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Abbildung 4‐20 DSC‐Kurven von Lösungen verschiedener Polymere mit steigendem 
Comonomergehalt, die Tcr. äußert sich in einem endothermen Peak 
Ergebnisse und Diskussion      56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  hergestellten  Aktivestercopolymere  zeigen  aufgrund  des  verwendeten 
hydrophoben Comonomers (NHSMAAm) niedrigere Phasenübergangstemperaturen 
als  reines  P(NiPAAm)  (siehe  Abbildung  4‐21).  Auch  hier  steigt  mit  höherem 
Comonomergehalt  die  Verschiebung  der  Tcr.,  in  diesem  Fall  hin  zu  niedrigeren 
Temperaturen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Tabelle 4‐12 gibt einen Überblick der ermittelten Phasenübergangstemperaturen 
der Polymeren  in Lösung und der Glasübergangstemperaturen der  Feststoffe. Die 
mit  Hilfe  der  DSC  bestimmten  Werte  (Peak‐Maximum)  der 
13632,230,5‐97:396:4NHSMAAmNiPAAmP(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)3
13430,528,5‐94:691:9NHSMAAmNiPAAmP(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)6
120‐3397.5:2.598.5:1.599:1PEG475MANiPAAmP2,5, RAFT,P(NiPAAm-co-PEGMA)
130‐‐79:2194:0.06c‐PEG475MANiPAAmP21, Block,P(NiPAAm-b-PEGMA)
133‐‐63:3674:26‐DEGMANiPAAmP36, Block,P(NiPAAm-b-DEGMA)
131‐30‐98:2‐CTA: BDTBNiPAAmP0‐CTA
11236,74074.3:25.798.5:1.598.8:1.2PEG2080MANiPAAmP25
13536,63394.8:5.299.2: 0.899.1:0.9PEG475MANiPAAmP5
13833.53198.7:1.399.5: 0.599.5: 0.5DEGMANiPAAmP1
14034,230,5100:0100:0100:0‐NiPAAmP0
Gew.%Mol.%Mol.%
Tg
DSC
in bulk
Tcr.
DSC
in Lösung
Tcr.
UV‐vis
in Lösung
im Polymerin Reaktionslsg.
in °CVerhältnis derMonomeren
MonomereBezeichnung
Tabelle 4‐12 Übersicht über die ermittelten Tcr. und Glasübergangstemperaturen (Tg) der Polymere
26 28 30 32 34 36 38 40
 P(NHSMAAm-NiPAAm)6
 P(NHSMAAm-NiPAAm)3
no
rm
ie
rte
r W
är
m
es
tro
m
 (W
/g
)
en
do
 --
-->
Temperatur (°C)
0,02 W/g
1. Aufheizen
Abbildung 4‐21 DSC‐Kurven der synthetisierten Aktivestercopolymere, unterschiedliche 
Comonomergehalte verschieben die Phasenübergangstemperatur 
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Phasenübergangstemperatur  liegen  meist  leicht  höher  als  die  durch  die 
Trübungsmessung (Wendepunkt) bestimmten. 
Der  Glasübergang  des  P(NiPAAm)  liegt  bei  rund  130‐140°C.  Mit  steigenden 
Comonomergehalten  sinkt  die  Glasübergangstemperatur  kontinuierlich.  Bei  den 
Blockcopolymeren  zeigt  der  P(NiPAAm)‐Block  keine  veränderte 
Glasübergangstemperatur. Ein  zweiter Glasübergang des PEG‐Blocks  konnte nicht 
detektiert werden. 
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4.1.3.2 (UV‐Vis)‐Trübungsmessung 
 
Der  beobachtbare  Effekt  bei  der  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung  ist  die Abnahme  der 
Transmission während der Temperaturerhöhung aufgrund sich bildender Aggregate 
in der Lösung und damit verbundener Streueffekte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  zu  untersuchenden  Polymere werden  gelöst, wobei meist Wasser  (MilliQ)  als 
Lösungsmittel  diente,  und mit  einer Konzentration  von  10 mg/ml  vermessen. Um 
den  späteren  Anwendungsbedingungen  gerecht  zu  werden,  wurden  auch 
Messungen  in  Pufferlösung  bzw.  in  Zellkulturmedium  durchgeführt, welche  hier 
jedoch nicht aufgezeigt werden  sollen. Dabei wurde eine Verschiebung der Tcr. um 
1‐2 K zu niedrigeren Temperaturen beobachtet.  
Es  ist  im  Prinzip  irrelevant,  welche  Wellenlänge  beobachtet  wird,  da  alle 
Wellenlängen  aufgrund  der  statistischen  Partikelgrößenverteilung  gleichermaßen 
gestreut  werden.  Typische  Heizraten  sind  bei  dieser  Methode  1 K/min.  Die 
erhaltenen Ergebnisse sind nicht konzentrationsabhängig, solange die Lösung nicht 
zu niedrig konzentriert ist.  
Die  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung  liefert eine Aussage über das Vorhandensein eines 
Phasenübergangs  und  seiner  Lage.  Es  kann  aber  nicht  unterschieden  werden, 
welcher  Art  dieser  Übergang  ist  (Ausfallen,  Mizellenbildung,  Bildung  eines 
physikalischen Netzwerkes). Hierzu sind weitere Methoden hinzuzuziehen. 
Es  ist nicht möglich, mit Hilfe der Trübungsmessung die  kinetischen Aspekte der 
Trübung  zu  betrachten.  Dazu  sind  z.  B.  dynamische  Lichtstreumessungen  zu 
verwenden. 
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Abbildung 4‐22 (UV‐Vis)‐Transmissionsmessung während des Abkühlens bei λ=400 nm in H2O von 
P0, P1 und P25 zur Bestimmung der Tcr. 
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Zur  Bestimmung  der  Lage  des  Phasenübergangs  aus  dem  Diagramm  wird  der 
Wendepunkt ermittelt. Bei der Anwendung dieser Copolymere  in der Zellkultur  ist 
allerdings die Temperatur maßgeblich, bei der das Polymer vollständig unlöslich (in 
entsprechenden  Gelen  vollständig  entquollen)  ist.  Diese  Information  liefert  die 
„on‐set‐Temperatur“, welche  den  Beginn  des Auflösens  der  gebildeten Aggregate 
beim Kühlen der Lösung anzeigt.  
Die  in  Abbildung  4‐22  gezeigte  Abkühlkurve  für  P25  zeigt  bei  über  50°C  keine 
vollständige Trübung, was damit zu erklären  ist, dass die  langen PEG‐Seitenketten 
des Kammcopolymers einen Teil des Polymers  in Lösung halten. Eine vollständige 
Auflösung  der  Trübung  wird  erst  bei  rund  37°C  beobachtet.  Dieser  breite 
Phasenübergang kann so auch nach Herstellung der Schichten aus diesem Material 
beobachtet werden. Allerdings sind die Schichten bereits bei rund 39°C vollständig 
entquollen.  Die  mit  Hilfe  der  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung  ermittelten 
Phasenübergangstemperaturen  stimmen  weitgehend  mit  den  durch  die  DSC‐
Messung  erhaltenen  Werten  überein,  wobei  diese  generell  zu  höheren  Werten 
verschoben sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  in  Abbildung  4‐23  dargestellten  Trübungskurven  der  synthetisierten 
Aktivestercopolymere  zeigen  eine  Tcr.  deutlich  unterhalb  der  von  purem 
P(NiPAAm).  Mit  zunehmendem  Gehalt  an  Comonomer  sinkt  die 
Übergangstemperatur  erst  auf  rund  30°C  (~3%  Comonomer)  und  mit  6% 
NHSMAAm‐Comonomer  auf  ~28,5°C.  Löst  man  die  Polymere  nicht  in  Wasser, 
sondern  in  Zellkulturmedium  (hier  RPMI  1640), welches  zahlreiche Aminosäuren 
enthält,  so  reagieren  die  darin  enthaltenen  primären  Amine  mit  den 
Aktivestergruppen des Copolymers. Dieses verändert die Lösungseigenschaften des 
Polymers drastisch, wie  in Abbildung 4‐23 zu  erkennen  ist. Zum  einen nimmt die 
Temperatur  des  Schaltpunkts  zu  und  zum  anderen  verbreitert  sich  der Übergang 
erheblich. 
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Abbildung 4‐23 Trübungskurven der Aktivestercopolymere zur Bestimmung der Tcr. 
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4.2 Dünne thermisch schaltbare Hydrogelschichten 
 
Im  folgenden  Kapitel  wird  die  Herstellung  von  thermisch  sensitiven 
Polymerschichten (SRP, eng. für. Stimuli Responsive Polymers) auf stabilen Substraten 
und deren Charakterisierung hinsichtlich ihrer Quellungseigenschaften beschrieben. 
 
4.2.1 Herstellung dünner Hydrogelschichten 
 
Die  zuvor  beschriebenen  thermisch  sensitiven Copolymere wurden  an Glas‐  oder 
Siliziumoberflächen  immobilisiert.  Die  beschichteten  Glasträger  sind  zur 
Verwendung  in  der  Zellkultur  notwendig,  da  dort  mit  Hilfe  der 
Durchlichtmikroskopie gearbeitet wird. Zur  Schichtdickenbestimmung, bei der die 
Ellipsometrie Verwendung fand, sind reflektierende Substrate notwendig. 
 
4.2.1.1 Immobilisierung von Polymeren  
 
Die Immobilisierung von Polymeren kann auf verschiedene Art und Weise erfolgen. 
Im  Folgenden  wird  die  Anbindung  von  reaktiven  bzw.  unreaktiven  Polymeren 
behandelt.  Reaktive  Polymere  tragen  funktionelle  Einheiten,  über  die  eine 
Anbindung  an  die Oberfläche  erfolgen  kann. Dies  kann  auf  Silizium  basierenden 
Oberflächen  zum  Beispiel  über  silanhaltige  Comonomere  erreicht werden.  Ist  die 
Oberfläche  bereits  mit  einem  Kopplungsreagenz  ausgestattet,  das  kann  im 
einfachsten  Fall  eine  Hydroxyl‐  oder  Aminogruppe  sein,  können  zum  Beispiel 
carbonsäurehaltige  Polymere  über  eine Veresterungs‐  bzw. Amidisierungsreaktion 
angebunden werden.  
Polymere  können  aber  auch  durch  Strahlung,  wie  z.B.  Elektronenstrahlung, 
Gammastrahlung oder Plasmabehandlung auf polymeren Oberflächen immobilisiert 
werden.  
 
Mit dieser Methode können sowohl dünne als auch sehr dicke Schichten hergestellt 
werden. Um dünne Schichten im Nanometermaßstab zu produzieren, kann man mit 
Initiator vorbeschichtete Oberflächen mit Monomerlösung überschichten, und man 
erhält  durch  diese  so  genannte  „grafting  from“‐Methode  polymerbürstenähnliche 
Strukturen.  Diese  können  auch  durch  „grafting  to“‐Technik  hergestellt  werden, 
wobei  end‐  oder  seitengruppenmodifizierte  Polymere  oder  Prepolymere mit Hilfe 
von Kopplungsreagenzien an die Oberfläche gebunden werden bzw. untereinander 
vernetzen. Dieses kann  in Lösung oder auch aus der Gasphase geschehen, wie die 
beschriebene Plasmapolymerisation von B. D. Ratner109 et al zeigt, bei der NiPAAm 
mit Hilfe  einer Plasmaentladung auf der Oberfläche abgeschieden wird. Bei dieser 
                                                 
109 Pan, Y. V.; Wesley, R. A.; Luginbuhl, R.; Denton, D. D.; Ratner, B. D. Biomacromolecules 2001, 2, 32‐36 
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Technik ist es notwendig, eine stark haftende polymere Unterlage zu verwenden, da 
es zu keiner Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen Substrat und Polymer 
kommt.  
Dickere makrometergroße Schichten auf mit  Initiator bzw. Monomer beschichteten 
Oberflächen erhält man, wenn die Monomerlösung einen Vernetzer enthält, der zwei 
oder mehr polymerisierbare Einheiten trägt. Die resultierende Schichtdicke ist dabei 
von der Menge der Lösung über der Oberfläche abhängig. 
 
Niederdruckplasmaimmobilisierung von Polymeren  
 
An  dieser  Stelle  soll  nicht  auf  die  Plasmapolymerisation  von  Monomeren 
eingegangen werden,  sondern  auf  die  Immobilisierung  von  bereits  synthetisierten 
Polymeren.  
Dabei  danke  ich  Herrn Dr. M. Nitschke  vom  Max‐Bermann‐Zentrum 
für Biomaterialien ganz herzlich für die Durchführung der Plasmaimmobilisation der 
ihm zur Verfügung gestellten polymerhaltigen Lösungen. 
 
Die  bei dieser Methode maximal  erhältlichen  Schichtdicken  hängen dabei mit der 
maximalen  Eindringtiefe  der  Argonentladung  ab,  d.h.,  Schichtdicken  zwischen 
15‐20 nm  vor  der  Plasmabehandlung  sind  anzustreben,  da  sonst  zwar  eine 
Vernetzung  innerhalb  der  Schicht  erfolgt,  nicht  aber  deren  Anbindung  an  die 
Unterlage. 
Der Mechanismus der  Immobilisierung  beruht  vermutlich  auf der Erzeugung  von 
radikalischen  Zuständen  innerhalb  der  Polymerketten,  was  zu 
Umlagerungsreaktionen  innerhalb  bzw.  zu  Neubildung  von  Bindungen  zur 
Unterlage  führt.  Nicht  abschließend  geklärt  ist  die  Frage  der  gleichzeitigen 
Vernetzung  innerhalb der Polymerschicht während der Immobilisierung. Aufgrund 
des  radikalischen  Mechanismus  kommt  es  zu  einer  Degeneration  des  Polymers 
infolge der Plasmabehandlung, was den Einsatz dieser Methode limitiert. Auf diese 
Weise  immobilisierte  Polymere  verlieren  nicht  ihre  wichtigen  Eigenschaften  wie 
funktionelle  Gruppen,  Quellfähigkeit  oder  thermosensitive  Eigenschaften  in 
wässrigen Lösungen110, 111. 
Aufgrund des vermuteten radikalischen Mechanismus ist es nur schwer möglich, die 
hier  etablierte Methode  der  Plasmaimmobilisierung  auf  die mit Hilfe  der  RAFT‐
Methode erzeugten Polymere anzuwenden. Da in diesen Polymeren die verwendete 
Dithioesterendgruppe  verbleibt,  reagiert  diese  während  des  Plasmaprozesses  als 
Radikalfänger, und es kommt nicht zu Ausbildung von kovalenten Bindungen des 
Polymers  an  seine  Unterlage.  Möglich  wäre  die  Deaktivierung  der  Endgruppen 
                                                 
110  Schmaljohann,  D.;  Beyerlein,  D.;  Nitschke,  M.;  Zschoche,  S.;  Werner,  C.  Polymeric  Materials: 
Science & Engineering 2003, 88, 551ff 
111 Schmaljohann, D.; Nitschke, M.; Beyerlein, D.; Werner, C. Polymer Preprints 2003, 44, 196 
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durch  einen  weiteren  Syntheseschritt,  wobei  die  Endgruppe  abgespaltet  wird 
wodurch man theoretisch das RAFT‐CTA wiedererhält. 
Um P(NiPAAm)‐Copolymere an Glas‐ oder Siliziumoberflächen zu  immobilisieren, 
benötigt man  eine  fest  haftende  oder  kovalent  angebundene  polymere Unterlage. 
Dazu werden  die Oberflächen mit  plasmapolymerisiertem  PTFE  oder  Teflon AFTM 
vorbehandelt. Um diese ultrahydrophoben Substrate weiter beschichten zu können, 
ist  vor  dem Aufschleudern  der  zu  immobilisierenden  Polymere  die Unterlage  zu 
hydrophilieren,  was  wiederum  durch  eine  kurze  Sauerstoff‐
Niederdruckplasmabehandlung erreicht wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Abbildung 4‐24 Schema des Schichtaufbaus durch Ar‐Niederdruckplasma auf einem Si‐Wafer 
Si-Wafer mit SiO2 Oberfläche
Beschichten mit fluorhaltigem Polymer
- Teflon AFTM
Hydrophilierung des fluorhaltigen Polymers
mit Hilfe von O2-Plasma
Beschichten des Substrates mit Polymer
aus CHCl3-Lösung
teilweise Maskierung und anschließende
Immobilisierung mit Ar-Plasma
teilweise vernetzte und immobilisierte
Polymerschicht
strukturierte Polymerschicht nach Ausspülen
der unvernetzten Teile in CHCl3
Ergebnisse und Diskussion      63 
Die  Bedingungen  für  die  Beschichtung  des  Trägermaterials mit  Teflon AFTM  gibt 
folgende Tabelle. 
 
Tabelle 4‐13 Bedingungen für die Vorbehandlung des Trägermaterials mit Teflon AFTM 
Rotationsbeschichtung  Plasmabehandlung 
Beschleunigung  Drehzahl 
(U/min) 
Dauer 
(s) 
Gas  Dauer 
(s) 
resultierende 
Schichtdicke 
(nm) 
3000  3000  30  Ar  120  30‐35 
 
Nach  Aufbringen  der  Teflonschicht  und  deren  Hydrophilierung  wurde  die 
Polymerlösung  aufgebracht.  Dabei wurde  das  Polymer  aus  einer  0,25 Gew.%igen 
Lösung aufgeschleudert. Dadurch wurden Schichtdicken von 10 bis 15 nm erhalten.  
 
Tabelle 4‐14 Bedingungen für die Beschichtung der vorbehandelten Trägermaterialien mit dem 
sensitiven Polymeren 
Rotationsbeschichtung  Plasmabehandlung Gew.% 
in CHCl3  Beschleunigung  Drehzahl 
(U/min) 
Dauer 
(s) 
Gas  Dauer 
(s) 
resultierende 
Schichtdicke 
(nm) 
0,25  5000  5000  30  Ar  10  10‐15 
 
Von  der  Dauer  der  Plasmabehandlung  für  die  Immobilisierung  hängt  die 
resultierende Schichtdicke direkt ab. Aufgrund von Zersetzungsreaktionen ist dieser 
Behandlungsschritt  so  kurz  wie  möglich  zu  gestalten.  Als  optimal  haben  sich 
10 Sekunden erwiesen.  
Nach diesem  letzten Plasmaschritt werden die so hergestellten Schichten 10 min  in 
Chlorform  gespült  und  anschließend mit Hilfe  der  Ellipsometrie  zur  Bestimmung 
der Trockenschichtdicke vermessen. 
 
Tabelle 4‐15 Übersicht über die erhaltenen Schichtdicken der verschiedenen Polymere nach der 
Immobilisierung auf mit Teflon beschichteten Trägern 
Polymer  resultierende Trockenschicht nach Spülen in CHCl3 in nm 
P0  8‐10 
P1  10‐13 
P5  11‐14 
P25  12‐20 
 
Es  ist  auffällig,  dass  für  reine  P(NiPAAm)‐Schichten  nur  geringere  Schichtdicken 
immobilisiert  werden  konnten.  Eine  mögliche  Erklärung  ist,  dass  die 
PEG‐Seitenketten der Copolymere vermehrt zu Nebenreaktionen neigen und so eine 
Vernetzung  der  Schicht  begünstigen, was  schon  bei  kurzer  Behandlungsdauer  zu 
größeren Schichtdicken führt.  
 
Mit  Hilfe  des  Niederdruckplasmas  ist  es  auch  möglich,  gleichzeitig  zur 
Immobilisierung  eine  Strukturierung  der  Polymerschicht  zu  erreichen.  Bei  der 
Verwendung einer geeigneten Maske, die während der Gasentladung auf der Probe 
liegt  und  somit  in  den  maskierten  Bereichen  eine  Immobilisierung  verhindert, 
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erzeugt  man  eine  latente  Struktur.  Diese  wird  durch  Waschen  der  Oberfläche 
herausgespült und somit z.B. mit Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie112 sichtbar.  
 
Bei  der  Immobilisierung  der  kontrolliert  hergestellten  Copolymere mit  Hilfe  des 
Argonniederdruckplasmas  konnten  wie  erwartet  mit  der  üblichen 
Präparationsmethode  keine  stabilen  Schichten  hergestellt werden. Zum  einen  sind 
die  eingestellten  Parameter  der  Rotationsbeschichtung  auf  die  unkontrolliert 
hergestellten  Copolymere mit  höherer Molmasse  optimiert,  zum  anderen  konnte 
durch 10 sec. Argonplasma keine Anheftung der Schicht an die Unterlage beobachtet 
werden. Als Grund kann man die im Polymer verbliebene Endgruppe vermuten, die 
bei der Plasmaimmobilisierung, bei der ein radikalischer Mechanismus angenommen 
wird,  als Radikalfänger  auftritt und  so die Konzentration der  freien Radikale, die 
zum Anheften benötigt werden, drastisch senkt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
112 Schmaljohann, D.; Nitschke, M.; Schulze, R.; Eing, A.; Werner, C.; Eichhorn, K.‐J. Langmuir 2005, 21, 
2317‐2322 
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Anbindung von reaktiven P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm) Polymeren  
 
Die  Anbindung  von  P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)‐Aktivestercopolymeren  an 
aminofunktionalisierte Oberflächen  findet  bei Raumtemperatur  statt, wobei dünne 
Polymermonolagen entstehen  (siehe Abbildung 4‐25). Dickere Schichten erhält man 
durch  Vernetzung  mit  Diaminen,  wobei  die  Immobilisierung  und  Vernetzung 
simultan erfolgen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)6 wurde aus einer 0,5 Gew.%igen Chloroformlösung auf 
aminosilanisierte Waferstücke mit Hilfe der Rotationsbeschichtung aufgeschleudert 
wodurch Schichtdicken von ca. 45 bis 50 nm entstanden. Ein Teil der Proben wurde 
zum  weiteren  Vernetzen  in  eine  1 Gew.%ige  diaminhaltige  Etherlösung  (aus 
4,7,10‐Trioxa‐1,13‐tridecan‐diamin  in  Diethylether)  gelegt.  Die  erhaltenen 
Schichtdicken nach Spülen mit Chloroform zeigt die Abbildung 4‐26. 
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Abbildung 4‐25 Schema der Immobilisierung von P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm) Copolymeren an  
aminofunktionalisierten Oberflächen 
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Man  erkennt deutlich, dass  von der unvernetzten  Schicht  links  in Abbildung  4‐26 
nach dem Spülen nur eine, einer Monolage entsprechende Polymerschicht verbleibt. 
Im  Gegensatz  dazu  zeigt  die  vernetzte  Schicht  keine  Abnahme  der  Schichtdicke 
durch Spülen mit Chloroform.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es  können  also  mit  Hilfe  der  synthetisierten  Aktivestercopolymere  dünne  und 
ultradünne Schichten hergestellt werden.  
Die  aufgrund der  an der Oberfläche  verbleibenden Aktivestergruppen  bestehende 
Möglichkeit  der  weiteren  Modifizierung  mit  bioaktiven  Substanzen  ergibt  eine 
Vielzahl  von Anwendungen,  nicht  nur  unter  Beibehaltung  der  Schaltfähigkeit  des 
Polymers, sondern auch mit der Option die Schaltschwelle zu optimieren.  
Dieses konnte aber mehr nicht Gegenstand dieser Arbeit sein. Es  ist allerdings eine 
Möglichkeit  zur  weiteren  Modifizierung  von  thermisch  schaltbaren 
Zellkultursubstraten, da Zellen, insbesondere Stammzellen, hohe Anforderungen an 
ihre Umgebung  (Proteine,  Peptide,  andere  funktionale  Biomoleküle)  besitzen  und 
diese durch eine Anbindung an die reaktiven Gruppen leicht zur Verfügung gestellt 
werden können. Erste Experimente zeigten, dass eine weitere Modifizierbarkeit der 
Schichten mit bioaktiven Stoffen (kovalente Anbindung von Fibronektin) möglich ist. 
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Abbildung 4‐26 Schichtdicke von immobilisiertem Aktivestercopolymer P(NiPAAm‐co‐NAAMAAm)6,  
mit und ohne Vernetzung durch Diamin 
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4.2.2 Charakterisierung der hergestellten Schichten 
 
Die  hier  hergestellten  Schichten  besitzen  auf  Grund  der  verwendeten 
Immobilisierungsmethode  eine  relativ  einheitliche  Schichtdicke  von wenigen  zehn 
Nanometern. Diese mit den üblichen Charakterisierungsmethoden für Hydrogele zu 
beschreiben,  ist  nicht  einfach. Aufgrund der  geringen  Schichtdicken  können  keine 
Volumenmethoden  zum  Einsatz  kommen,  sondern  es  finden  hier  oberflächen‐
sensitive Methoden wie Ellipsometrie oder Quarzmikrowaage Anwendung.  
Die  Verwendung  der  Schichten  als  Zellkulturträger  beruht  auf  ihrem 
temperaturabhängigen  Quellverhalten, was  nicht  nur  die  Schicht  an  sich  betrifft, 
sondern  auch  an der Oberfläche dramatische Auswirkungen hat. Genau  an dieser 
Grenzschicht  zwischen  synthetischem  und  biologischem Material  entscheidet  sich 
die Anwendbarkeit des Materials. Die Methode der Wahl ist dabei die Bestimmung 
der Kontaktwinkel, da diese sehr genau den Wechsel der Grenzflächencharakteristik 
anzeigen können. 
 
 
4.2.2.1 Ellipsometrie 
 
Die  Ellipsometrie  ist  eine  effiziente  Methode  zur  Bestimmung  von  optischen 
Materialeigenschaften und der Dicken dünner Schichten. Die Vorteile der Methode 
sind die hohe Empfindlichkeit, die zerstörungs‐ und sogar berührungsfreie Messung 
sowie die einfache praktische Handhabung. Allerdings  liefern die Messungen nicht 
direkt die erwünschten Materialdaten, wie etwa die Schichtdicke, sondern erfordern 
eine Anpassung berechneter Werte an die Messwerte.  
Einfach gesagt  ist die Ellipsometrie  ein phasenempfindliches Reflexionsexperiment 
mit polarisiertem Licht an der Grenzfläche. Dabei wird die Polarisation senkrecht (s) 
bzw. parallel (p) zur Einfallsebene betrachtet. Da die Reflexionen an der Grenzfläche 
für s‐ und p‐Polarisation unterschiedlich sind,  ist  im Ergebnis das reflektierte Licht 
im Allgemeinen elliptisch polarisiert, was der Methode auch ihren Namen gab. 
Die  elliptischen  Messgrößen  Ψ  (Psi)  und  ∆  (Delta)    stellen  die  Änderung  des 
Polarisationszustandes  infolge  der  Reflexion  für  das  Amplitudenverhältnis 
beziehungsweise  die  Phasenverschiebung  dar. Mit  einer Messung,  d.h.,  bei  einer 
Wellenlänge und bei einem Einfallswinkel können grundsätzlich zwei voneinander 
unabhängige  Parameter,  z.B.  die  Schichtdicke  und  der  Brechungsindex,  eines 
Schichtmaterials bestimmt werden, da mit den Gleichungen für s‐ und p‐Polarisation 
auch zwei unabhängige Bestimmungsgleichungen zur Verfügung stehen. 
Für  vertiefende  Informationen  sei  an  dieser  Stelle  auf  die  Standardwerke 
hingewiesen,  die  einen  Einblick  in  die  Grundlagen  dieser  Methode  geben 
können.113,114 
                                                 
113 Azzam, R. M. A.; Bashara, N. M. Ellipsometry and Polarized Light 1977, North Holland, Amsterdam 
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Ellipsometrie an trockenen Schichten 
 
Zur  Berechnung  der  Schichtdicken  aus  den  ermittelten  Daten  der  optischen 
Eigenschaften  mit  Hilfe  der  Ellipsometrie  ist  eine  Fitt‐Prozedur  auf  Basis  eines 
Mehrschichtmodells  notwendig.  Dabei  spielt  vor  allem  der  Brechungsindex  eine 
wichtige  Rolle.  Abbildung  4‐27  zeigt  das  verwendete  Mehrschichtmodell.  Die 
optischen Konstanten von Si und SiO2 wurden aus der Literatur übernommen.115,116 
Die Bestimmung des Brechungsindexes für die Teflon‐Schicht ergab n=1.375.111  
 
 
 
 
 
 
 
 
Die für die trockenen Schichten ermittelten Schichtdicken der eingesetzten Polymere 
im verwendeten Mehrschichtmodell sind in Tabelle 4‐16 zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quellungsuntersuchung mit Hilfe der Ellipsometrie 
 
Quellungsuntersuchungen  wurden  in  einer  mit  Wasser  gefüllten  Messzelle 
durchgeführt. Die  Trockenschichtdicken  der  Polymerschicht wurden  in  dieser  vor 
Befüllen mit dem Medium gemessen. Die gequollenen Hydrogelschichten werden als 
eine  gemischte  Schicht  (Wasser+Hydrogel)  behandelt,  dadurch  ist  eine  effektive 
Abschätzung  des  Brechungsindexes  und  damit  eine  Berechnung  der  Schichtdicke 
möglich. 
                                                                                                                                                        
114 Röseler, A. Infrared Spectroscopic Ellipsometry 1990, Akademie Verlag, Berlin 
115 Werner, C.; Eichhorn, K.‐J.; Grundke, K.; Simon, F.; Grählert, W.; Jacobasch, H.‐J. Colloids Surf., Part 
A: Physicochem. Eng. Aspects 1999, 156, 3‐17 
116 Woolham,  J. A. User Manual VASE  and M‐44 Ellipsometers, WVASE32TM;  J. A. Woolham Co.  Inc.; 
Lincoln, NE 
2320,833,2P25 P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)
13,130,235,2P5 P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)
11,218,735P1 P(NiPAAm‐co‐DEGMA)
9,834,735P0P(NiPAAm)
PolymerTeflon‐AFSiO2
Schichtdicke in nm
Bezeichnung
Tabelle 4‐16 Übersicht über die zur Berechnung verwendeten Schichtdicken des Mehrschichtmodells 
Si
SiO2
Teflon AF
Polymer
Abbildung 4‐27 Mehrschichtmodell zur Berechnung der Schichtdicke aus den ellipsometrischen Daten 
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Nach  einem  ersten Aufquellen bei Raumtemperatur über  12 h wurden meist  zwei 
Heiz‐ und Kühlzyklen gefahren wie Abbildung 4‐28 zeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der  zur  Berechnung  notwendige  Brechungsindex  ist  temperaturabhängig,  dieser 
verändert sich außerdem während der Quellung des Polymers wie abgebildet.  
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Abbildung 4‐28 Temperaturverlauf während der Messung der Schichtdicke unter Wasser 
Abbildung 4‐29 Temperaturabhängige Schichtdickenänderung einer P(NiPAAm)‐Schicht 
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Abbildung  4‐29  und  folgende  zeigen  die  temperaturabhängige  Schichtdicken‐
änderung  der  immobilisierten  Polymerschichten. Dabei  fällt  auf,  dass  der  initiale 
Quellungsgrad bei Raumtemperatur nach einem Heiz‐ und Kühlzyklus nicht wieder 
erreicht  wird.  Innerhalb  der  Heiz‐  und  Kühlzyklen  ist  eine  Hysterese  nicht  zu 
erkennen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schichten,  bestehend  aus  P0  und  P1,  zeigen  während  des  Schaltvorgangs  keine 
Unterschiede. Wird  der  PEG‐Anteil  im  Polymer  höher,  nimmt  die  „Schärfe“  des 
Schaltvorgangs ab.  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4‐30 Temperaturabhängige Schichtdickenänderung einer P(NiPAAm‐co‐DEGMA)‐Schicht (P1)
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Abbildung 4‐31 Temperaturabhängige Schichtdickenänderung einer P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)‐Schicht (P5) 
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Die  beobachtete  Quellung  ist  reversibel,  d.h.,  auch  nach  diversen  Kühl‐  und 
Heizzyklen findet ein Quellen bzw. Entquellen der Schichten statt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur  Verwendung  dieser  thermisch  schaltbaren  Schichten  in  der  Zellkultur  ist  es 
notwendig,  diese  vorher  zu  sterilisieren.  Dazu  wird  das  Substrat  in  einem 
Autoklaven  bei  120°C  unter Wasser  erhitzt.  Selbst  nach  einer  solchen  Prozedur 
konnte man den Schaltvorgang beobachten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das  Balkendiagramm  in  Abbildung  4‐33  verdeutlicht  die  Unterschiede  in  der 
Schichtdicke  der  verwendeten  Polymere  während  der  Ellipsometriemessung.  Die 
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Abbildung 4‐32 Temperaturabhängige Schichtdickenänderung  
einer P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)‐Schicht (P25) 
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Abbildung 4‐33 Vergleich zwischen den verwendeten Polymeren hinsichtlich ihres Quellungsverhaltens
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jeweils  rechten  Balken  zeigen  dabei  das  initiale  Quellen  der  Trockenschicht, 
wohingegen die beiden linken Balken das reversible Schalten während der Heiz‐ und 
Kühlzyklen beschreiben. 
Bei  der  ersten Quellung  bei  RT  in Wasser  erreichten  alle  untersuchten  Polymere 
einen Quellungsgrad von ungefähr 10, mit der Tendenz, dass PEG‐haltige Polymere 
stärker quellen. Während der Heiz‐ und Kühlzyklen wurde ein Quellungsgrad von 
~4 erreicht.  
Die Schichtdicke der entquollenen Polymerschichten lag immer oberhalb der vorher 
bestimmte  Trockenschichtdicke.  Daraus  wird  ersichtlich,  dass  die  entquollene 
Schicht immer noch einen geringen Anteil Wasser enthalten muss.  
Tabelle  4‐17  zeigt  eine  Übersicht  über  die  ermittelten  durchschnittlichen 
Schichtdicken der Hydrogelschichten in Wasser. 
 
 
 
Der  maximale  Quellungsgrad  wurde  mit  folgender  Gleichung  bestimmt, 
Qmax. = dmax./dtrocken,  der  reversible  Quellungsgrad  entsprechend  aus 
Qreversibel = dgequollen/dentquollen.  
 
4,51315535307P25P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)
4,5127517162P5P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)
3125920136P1P(NiPAAm‐co‐DEGMA)
3,5146920137P0P(NiPAAm)
QreversibelQmax.dgequollendentquollendmax.
reversibles QuelleninitialesQuellen
Quellungsgrad 
(Q)
Schichtdicke in H2O (d in nm)
Bezeichnung
Tabelle 4‐17 Zusammenfassung der Schichtdicken der Hydrogele in Wasser 
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Die mit Hilfe  der  Ellipsometrie  bestimmten  Phasenübergangstemperaturen  liegen, 
verglichen mit den  in Lösung ermittelten Werten,  in etwa  im gleichen Bereich, wie 
Abbildung 4‐34 zeigt. Dabei ist ersichtlich, dass die  jeweils mit Hilfe einer Methode 
erhaltenen Übergangtemperaturen nur untereinander direkt vergleichbar  sind. Der 
allgemeine Trend der Zunahme der Tcr. mit steigendem PEG‐Gehalt kann mit  jeder 
Methode verfolgt werden. 
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Abbildung 4‐34 Vergleich der bestimmten Phasenübergangstemperaturen 
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Imaging‐Ellipsometrie 
 
Imaging‐Ellipsometrie  (bildgebende  Ellipsometrie)  zeigt  die  reale  Struktur  der 
Oberfläche  im  Gegensatz  zur  herkömmlichen  Ellipsometrie.  Inhomogenitäten 
und/oder  Mikrostrukturen  können  aufgrund  der  hohen  Sensitivität  gegenüber 
Differenzen  in  ihren  Reflexions‐  und  Polarisationseigenschaften  detektiert  und 
analysiert werden.112 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  4‐35  zeigt  deutlich  das  Entquellen  einer  mikrostrukturierten 
Hydrogelschicht  (dunkel/orange)  während  des  Aufheizens.  Die  blauen  (hellen) 
Bereiche  entsprechen  der  Teflon‐Unterlage,  auf  der  mit  Hilfe  des 
Ar‐Niederdruckplasmas  das  Hydrogel  angeheftet  wurde.  Im  Bereich  der  blauen 
(hellen) Bereiche lag zum Zeitpunkt der Plasmaentladung eine entsprechende Maske 
(Breite der Stege ~60 μm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die abgebildete Doppelschicht wurde auf gleicher Art und Weise hergestellt wie die 
zuvor vorgestellten Einfachschichten, mit der Ausnahme, dass auf die strukturierte 
erste Schicht eine weitere, um 90° versetzt strukturierte, Schicht aufgebracht wurde. 
In Abbildung 4‐36 kann der Schichtaufbau verfolgt werden.  
 
Für die Präparation der Schichten und Aufnahme der ellipsometrischen Bilder danke 
ich Herrn Dr. M. Nitschke und Herrn R. Schulze ganz herzlich. 
Abbildung 4‐35 3D‐Profil eines Hydrogels (P25) während des Entquellens durch Aufheizen; 
(a) T=25°C, (b)T=30°C, (c)T=35°C112 
Teflon‐Unterlage
1. Beschichtung
2. Beschichtung
Abbildung 4‐36 3D‐Profil einer SRP‐Doppelschicht 
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4.2.2.2 Quarzmikrowaage 
 
Das  Prinzip  der  Quarzmikrowaage  beruht  auf  dem  piezoelektrischen  Effekt.  Als 
piezoelektrisches Material dient  eine dünne Quarzscheibe,  auf die  auf Ober‐  bzw. 
Unterseite  eine  Goldelektrode  aufgedampft  ist.  Über  diese  Elektroden  wird  das 
benötigte  Wechselspannungsfeld  angelegt.  Dabei  beginnt  der  Quarz  bei  seiner 
Resonanzfrequenz im so genannten Dickenscherschwingmodus zu schwingen. Unter 
der Vorraussetzung, dass  sich  eine  auf der Oberfläche  adsorbierte Masse  genauso 
verhält wie das Quarzmaterial selbst und dabei im Verhältnis zur Gesamtmasse sehr 
klein  ist,  ändert  sich  die  Resonanzfrequenz  durch  eine Masseanlagerung  an  der 
Quarzoberfläche  linear.  Diese  Beziehung,  die  durch  die  so  genannte 
Sauerbrey‐Gleichung beschrieben wird, wurde erstmals 1959117 gefunden. 
 
m
C
nf ∆−=∆ 1  
Gleichung 4‐2 Beziehung zwischen adsorbierter Masse und Resonanzfrequenz (Sauerbrey‐Gleichung) 
 
Weitere  Vorraussetzung  für  die  Gültigkeit  der  Sauerbrey‐Gleichung  ist,  dass  die 
adsorbierte Substanz auf dem Quarz eine gleichverteilte und feste Masse bildet. Die 
in  Gleichung  4‐2  verwendete  Konstante  (C)  setzt  sich  aus  kristallspezifischen 
Kenngrößen (Dichte und Schallgeschwindigkeit im Quarz) zusammen.  
Einen guten Überblick über die Grundlagen der Quarzmikrowaagentechnik bei der 
Untersuchung  von Grenzflächeneffekten  in  flüssigen Medien  geben Rodahl, Höök 
und Kasemo118,119,120 in den angegebenen Literaturstellen bzw. deren Verweisen.  
Gerade  in  flüssigen Medien muss bei der Verwendung der Quarzmikrowaage die 
Dämpfung  berücksichtigt  werden,  da  eine  Scherschwingung  im  den  Quarz 
umgebenden Medium  induziert wird.  Aber  auch  adsorbierte  oder  immobilisierte 
dünne  Schichten  dämpfen  die  Resonanzschwingung  ab,  so  dass  diese  schneller 
abklingt. Die Dämpfung (D) gibt dabei das Verhältnis aus gespeicherter Energie und 
Verlustenergie während einer Oszillation an.  
 
tgespeicher
Verlust
E
ED
π2
=  
Gleichung 4‐3 zur Berechnung des Dämpfungsfaktors 
 
Aus der so gemessenen Dämpfung kann man Rückschlüsse auf das viskoelastische 
Verhalten  der  adsorbierten  Masse  bzw.  dünnen  Schicht  ziehen.  Masse,  die  eine 
                                                 
117 Sauerbrey, G. Zeitschrift für Physik 1959, 155, 206‐222 
118 Rodahl, M.; Höök, F.; Krozer, A.; Brzezinski, P.; Kasemo, B. Rev. Sci. Instrum 1995, 66, 3924‐3930 
119 Rodahl, M.; Höök, F.; Kasemo, B. Analytical Chemistry 1996, 68, 2219‐2227 
120 Höök, F.; Rodahl, M.; Krozer, A.; Brzezinski, P.; Kasemo, B. Langmuir 1998, 14, 729‐734 
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geringe Dämpfung verursacht, kann als steif und Masse, die stark dämpft, als weich 
angesehen werden. 
Die zu untersuchbare Polymerschichtdicke  ist  limitiert durch die Eindringtiefe der 
Schwingung  in  das  den  Quarz  umgebende  Medium.  Bereiche,  die  nicht  mehr 
mitschwingen  können,  da  sie  nicht  über  steife  Verbindungen  zur  Oberfläche 
verfügen, entziehen sich so dem Messbereich dieser Methode. 
Gemessene Massenunterschiede können dabei aber mit einer Auflösung von größer 
als einem ng/cm2 aufgelöst werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die zu vermessenden Quarzkristalle wurden mit dem zu untersuchenden Polymer 
analog  zu  den Wafern  für  die  Ellipsometrie  beschichtet. Wie  erste  Experimente 
zeigten,  dürfen  die  Trockenschichtdicken  nicht  mehr  als  10  nm  betragen. 
Anderenfalls liegt die gequollene Schicht außerhalb des Erfassungsbereichs, da nicht 
die gesamte Schicht homogen mitschwingt. 
 
Wie in Abbildung 4‐37 links sichtbar schwingt der Quarz mit steigender Temperatur 
schneller, was  eine Abnahme der mitschwingenden Masse  in Form des Hydrogels 
bedeutet. Das heißt, die Schicht gibt das zuvor gespeicherte Wasser durch Entquellen 
ab. Beim Kühlen quillt die Schicht, was sich in einer langsameren Resonanzfrequenz 
des  Schwingquarzes  niederschlägt. Die  rechte  Seite  der Abbildung  4‐37  zeigt  die 
Änderung  der  Dämpfung  der  Resonanzfrequenz  beim  Abschalten  der 
Anregungsschwingung  in  Abhängigkeit  von  der  Temperatur.  Steife  Schichten 
schwingen  langsamer  aus  als  viskoelastische  Schichten,  da  diese  die 
Schwingungsenergie stärker absorbieren. Man erkennt eine Abnahme der Dämpfung 
bei  höherer  Temperatur,  also  bei  entquollener  Hydrogelschicht.  Dies  ist 
gleichzusetzen mit  einer Zunahme der  Steifigkeit des Hydrogels. Umgekehrt wird 
das Hydrogel während des Abkühlens, also Aufquellens, weicher.  
In  der  Bedeutung  für  die Anwendung  als  Zellkulturträger  ist  dieser  Befund  sehr 
wichtig, da adherente Zellen auf harten und hydrophoben Oberflächen besser oder 
überhaupt adherieren als auf weichen und hydrophilen. 
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Abbildung 4‐37 Änderung der Frequenz und der Dämpfung in Abhängigkeit von der Temperatur 
einer P(NiPAAm)‐Schicht in Wasser (Trockenschichtdicke ca. 10 nm) 
Ergebnisse und Diskussion      77 
Im  Vergleich  der  untersuchten  Polymere  zeigt  sich  das  unterschiedliche 
Phasenübergangsverhalten auch bei der QCM.  Im direkten Vergleich der Quellung 
zwischen  P0  und  P25  in  Abbildung  4‐38  erkennt  man  deutlich  den  schärferen 
Übergang bei P0 und einen sehr breiten bei P25. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im  Vergleich  mit  anderen  oberflächensensitiven  Methoden  zur  Bestimmung  der 
Phasenübergangstemperatur  (Ellipsometrie)  bzw.  im Vergleich  zu  den  ermittelten 
Phasenüberganstemperaturen  der  Lösungen  erhält  man mit  der  QCM  niedrigere 
Übergangstemperaturen.  Das  liegt  in  der  Sensitivität  der Methode  begründet,  da 
schon sehr kleine Massenänderungen sichtbar werden. Im Gegensatz dazu, tritt die 
mit Hilfe der Ellipsometrie sichtbare Schichtdickenänderung später ein, will heißen, 
sie wird bei höheren Temperaturen beobachtbar. 
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Abbildung 4‐38 Vergleich der Frequenzänderung in Abhängigkeit von der Temperatur zwischen 
einer P(NiPAAm)‐Schicht und einer P(NiPAAm‐coPEG2080MA)‐Schicht in Wasser  
(Trockenschichtdicken ca. 10 nm) 
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4.2.2.3 Kontaktwinkel 
 
Zur  Analyse  von  Oberflächeneigenschaften  ist  die  Randwinkelbestimmung  von 
Wassertropfen bestens bekannt. Zur normalen Kontaktwinkelmessung wird auf die 
zu  untersuchende Oberfläche  ein  kleiner Wassertropfen  gesetzt  und  anschließend 
der  Randwinkel  zwischen  Oberfläche  und  Tropfen  bestimmt.  Hydrophobe 
Oberflächen  resultieren  in  einem  sehr  großen  Kontaktwinkel,  auf  hydrophilen 
dagegen  spreitet  der  Tropfen  sehr  stark  und  somit  ergibt  sich  ein  geringerer 
Kontaktwinkel. 
Um  temperaturabhängige Messungen auf den quellbaren Hydrogelen durchführen 
zu  können, werden  die  zu  untersuchenden  Schichten  auf  so  genannte  Lochwafer 
analog  zu  den  Glassubstraten  beschichtet.  Die  so  präparierten  Schichten  können 
dann „invers“ vermessen werden, d.h., in einer mit Wasser gefüllten temperierbaren 
Messzelle werden  die  zu  vermessenden  Schichten  kopfüber  eingebracht  und mit 
einer axialsymmetrischen Tropfenform Analyse121,122 (ADSA, engl. für axialsymmetric 
drop shape analysis) vermessen. Anstelle eines Wassertropfens wird durch das mittige 
Loch eine Luftblase erzeugt, die einen bestimmten Kontaktwinkel ausbildet. Dieser 
ist  invers zu  jenem, den ein Wassertropfen auf einer  solchen Oberfläche ausbilden 
würde (siehe Abbildung 4‐39). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit  Hilfe  dieser  Methode  wurden  bereits  weit  reichende  Untersuchungen  unter 
anderem auf Cellulose oder adsorbierten Proteinschichten publiziert.123,124 
 
 
 
                                                 
121 Rotenberg, Y.; Boruvka, L.; Neumann, A.W. J. Colloid Interface Sci. 1983, 93, 169‐183 
122 A.W. Neumann,  J.K. Spelt: Applied Surface Thermodynamics, Marcel Dekker, New York, 1996, Vol.63  
ISBN 0‐8274‐9096‐0 
123 Grundke, K.; Bogumil, T.; Werner, C.; Janke, A.; Pöschel, K.; Jacobasch, H.J Colloids and Surfaces Part 
A 1996, 116, 79‐91 
124 Grundke, K.; Werner, C.; Pöschel, K.; Jacobasch, H. J. Colloids and Surfaces Part A 1999, 156, 19‐31 
25°C 40°C
Abbildung 4‐39 Schema der inversen Kontaktwinkelmessung von  
Hydrogelschichten mit Hilfe von Lochwafern 
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Tabelle 4‐18 zeigt die gemessenen Kontaktwinkel bei verschiedenen Temperaturen, 
einmal  bei  Raumtemperatur  des  gequollenen  Hydrogels  und  bei  40°C  des 
vollständig entquollenen Hydrogels.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Untersucht  wurden  zwei  verschiedene  Polymere,  P0  und  P25,  mit  einem  hohen 
PEG‐Anteil.  Beide  untersuchten  Polymere  zeigen  einen  temperaturabhängigen 
Kontaktwinkel. Es  ist dabei  jedoch  auffällig, dass der  Fortschrittswinkel, ΘF,  nicht 
aber der Rückzugswinkel, ΘR, temperaturabhängig ist. Außerdem wäre zu erwarten, 
dass das PEG‐haltige Copolymer, P25, aufgrund der hydrophilen Seitenketten einen 
kleineren Kontaktwinkel gegenüber P0 besitzt. Das Gegenteil ist aber der Fall. 
Als Vergleich  ist der  temperaturunabhängige Kontaktwinkel der Teflon‐Oberfläche 
mit  dargestellt.  Sowohl  die  statischen  als  auch  die  dynamisch  ermittelten 
Kontaktwinkel des Teflons sind größer oder gleich 100°.  
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 ΘF bei 25°C (in H2O invers ADSA)
 ΘF bei 40°C (in H2O invers ADSA)
Abbildung 4‐40 Vergleich der Fortschrittswinkel bei verschiedenen  
Temperaturen von P0, P25 und Teflon 
‐‐‐15‐2020‐2595‐11080‐90(PBS)
81312915‐2020‐25102‐11080‐90(H2O)
P25
80‐82333022‐2820‐2893‐9775‐85P0(H2O)
11910799117Teflon‐AF(H2O)
RT>30°C<30°C40°C25°C40°C25°C
Fortschreitwinkel 
ΘF in °
Θstatisch in °
Rückzugswinkel 
ΘR in °
Fortschreitwinkel 
ΘF in °
normalInvers ADSA
Oberfläche
Tabelle 4‐18 Übersicht der gemessenen Kontaktwinkel
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Aus den Ergebnissen der Kontaktwinkelmessungen kann nicht abschließend geklärt 
werden, ob nach dem Kollaps der Polymerketten aufgrund der Temperaturerhöhung 
PEG‐Seitenketten  an  der  Oberfläche  verbleiben  oder  ob  diese  im  Inneren  des 
Hydrogels eingeschlossen werden, wie in Abbildung 4‐41 angedeutet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25°C 40°C
PNiPAAm-Hauptkette
PEG-Seitenkette
Abbildung 4‐41 Veränderung der Oberflächeneigenschaften aufgrund der molekularen Struktur des 
Hydrogels 
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4.3 Zellkultur und Proteinfärbung 
 
Die  gezeigte  Prozedur  der  Herstellung  der  Schichten  auf  Wafern,  auch  die 
Strukturierung, kann auf Deckgläschen für die Mikroskopie übertragen werden. Dies 
ist  notwendig,  da  die  Zellexperimente  mit  Hilfe  von  Durchlichtmikroskopen 
durchgeführt wurden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  4‐43  zeigt  die  schematische  Durchführung  der  Zellkulturexperimente. 
Nach Aussaat der Zellen bei 37°C auf die entquollene Schicht wurden die Zellen bis 
zur Konfluenz  kultiviert und  erst danach die Temperatur  langsam  gesenkt. Dabei 
löst  sich  der  Zellrasen  ab,  was  auf  die  Quellung  des  Hydrogels  infolge  der 
Temperaturerniedrigung zurückzuführen ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da anfangs Probleme bei der Zellkultur auftraten und die von Schmaljohann98 bereits 
erzielten Ergebnisse auf dem P25 entsprechendem Substrat nicht reproduziert werden 
konnten,  wurden  Polymere  mit  einem  höheren  P(NiPAAm)‐Anteil  eingesetzt. 
Weitere  Probleme  machten  strukturierte  Substrate  mit  einem  hohen 
Teflon‐Oberflächenanteil. Auf solchen Substraten war keine Adhäsion von Zellen auf 
dem  angebotenen Hydrogel  zu  beobachten. Alle  Zellen wuchsen  auf  der  Teflon‐
Oberfläche und nicht auf dem zu untersuchenden Hydrogelbereich des Substrates. 
Dies  ist  verständlich,  da  die  Zellen  für  die  Adhäsion  harte  und  hydrophobe 
Oberflächen bevorzugen. 
 
Polymer
Teflon AF
Glas
ung 4‐42 schematischer Schichtaufbau eines strukturierten Hydrogels auf 
einem Glasträger 
25°C37°C
. .... ....
. .... ..... .
Zellvermehrung Zellernte
Abbildung 4‐43 schematische Darstellung der Zellzucht bei 37°C und der Zellernte bei unter 30°C
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4.3.1 Zellkultur auf plasmaimmobilisierten Hydrogelschichten 
 
 
Das  Schema  in  Abbildung  4‐44  zeigt  die  allgemeine  Vorgehensweise  bei  der 
Zellkultur.  Auf  den  hergestellten  thermisch  sensitiven  Schichten  wurden  drei 
verschiedenen adhärente Zelltypen erfolgreich kultiviert.  
 
 
4.3.1.1 Mausfibroblasten, humane Korneazellen und Endothelzellen 
 
Zur  Anwendung  kamen  Mausfibroblasten  der  Zellinie  L929,  primäre  humane 
Endothelzellen131  (HUVEC,  engl.  für  human  umbilical  vein  cord  endothelial  cells) und 
immortalisierte  humane  Korneaentdothelzellen125  (HCEC,  engl.  für  human  corneal 
endothelial  cells).  Alle  drei  Zelltypen  sind  im  Gegensatz  zu  Suspensionszellen 
adhäsive  Zellen,  d.h.,  sie  brauchen  die  Nähe  einer  festen  Oberfläche  um  sich 
arttypisch zu entwickeln. Zellen in Suspension liegen meist in kugelförmiger Gestalt 
vor  (siehe Abbildung 4‐45  links, nicht adhärierte Zellen), adhäsive Zellen hingegen 
benutzen  die  Oberfläche,  um  sich  anzuheften  und  sind  daher  elongiert  (siehe 
Abbildung 4‐45 rechts).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
125 Bednarz J.; Teifel M.; Friedl P.; Engelmann K. Acta Ophthalmologica Scandinavica 2000; 78, 130‐136 
Abbildung 4‐44 Allg. Übersicht zur Vorgehensweise der Zellkultur auf thermisch sensitiven Schichten
Vorbehandlung bei RT:
• 24 h quellen in PBS‐Lsg. 
Vorbehandlung bei 37°C:
• 1 min spülen mit PBS‐Lsg. 
• 30 min mit entspr. Medium
• evtl. Vorbeschichtung mit 
Proteinen oder Wachstumsfaktoren 
Zellaussaat und 
Kultur bei 37°C
abkühlen
Ablösen der Zellschicht 
Abbildung 4‐45 Mausfibroblasten auf einer Oberfläche mit unterschiedlicher 
Oberflächencharakteristik, links: runde nicht adhärierte Zellen, rechts: elongierte adhärierte Zellen 
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Die  untersuchten  Zelltypen weisen  ein  sehr  unterschiedliches Adhäsionsverhalten 
auf. Die  untersuchte Mausfibroblastenzelllinie  L929 wurde  verwendet,  um  die  zu 
untersuchenden  Oberflächen  hinsichtlich  Toxizität,  Bioverträglichkeit  und  auf 
Funktion hin zu überprüfen.  
HUVECs  (engl.  für  human  umbilical  vein  endothelial  cells, menschliche Nabelschnur 
Endothelzellen)  sind  primäre menschliche  Zellen,  die  in  der  aktuellen  Forschung 
eine  große  Rolle  spielen.  Sie  bilden  das  Endothelium,  welches  alle  Gefäße, 
einschließlich Kapillaren und seröse Höhlen auskleidet. Sie sind ca. 10 x 30 μm groß 
und wachsen  in vivo meist als Monolage. Da sie bei der Angiogenese (Bildung von 
Blutgefäßen  und  Kapillaren,  beim  Erwachsenen  vor  allem  auch  bei  der 
Tumorbildung)  eine  bedeutende  Rolle  spielen,  sind  sie  Gegenstand  zahlreicher 
Forschungen.126,127,128,129 
HCEC´s  (engl.  für  human  corneal  endothelial  cells,  menschliche  korneale 
Hornhautendothelzellen)  sind erst  seit wenigen  Jahren Gegenstand der Forschung. 
Bisher  wurden  Erkrankungen  der  Hornhaut  über  Totaltransplantationen  gelöst. 
Dabei  übersteigt  der  Bedarf  bei  weitem  das  Angebot.  Da  nicht  bei  allen 
Erkrankungen  der Hornhaut  die  gesamte Hornhaut  betroffen  ist,  geht man  dazu 
über, nur die beschädigten Bereiche zu ersetzen.  
Das Endothelium der Kornea ist dabei der Abschluss der Hornhaut nach innen und 
nur eine Monolage dünn. Die Aufgabe der HCECs  ist es, das überschüssiges Fluid 
aus dem Stroma zu pumpen. Versagt dieser Mechanismus, wird die Hornhaut trüb. 
Solche Zerstörung kann entweder durch Krankheit oder Verletzung auftreten. Eine 
mögliche Therapie  ist bis  jetzt nur eine vollständige Transplantation der Hornhaut, 
da einmal zerstörtes Endothelium sich nicht selbst regenerieren kann. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
126 Auerbach, R.; Akhtar, N.; Lewis, R. L.; Shinners B. L. Cancer and Metastasis Reviews 2000, 19, 167‐172 
127 Donavan, D.; Brown, N. J.; Bioshop, E. T.; Lewis, C. E. Angiogenesis 2001, 4, 113‐121 
128 Lafleur, M. A.; Handsley, M. M.; Knuper, V.; Murphy, G.; Edwards, D.R. Journal of Cell Science 2002, 
115, 3427‐3438 
129 Vailhe, B.; Vittet, D.; Feige, J.‐J. Laboraty Investigation 2001,81, 439‐452 
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4.3.1.2 Zellernte 
 
Die Ergebnisse der Zellernte sind in den folgenden Abbildungen deutlich sichtbar.130 
Alle  drei  Zelltypen  konnten  nach  erfolgreicher  Kultivierung  von  der  Oberfläche 
durch einen Temperaturstimulus (Abkühlen) „abgeschaltet“ werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  4‐46 oben  zeigt  eine konfluente L929‐Kultur und deren Ablösung nach 
Abkühlung auf einem P1‐Substrat. Dieselbe Probe wurde wieder auf 37°C erwärmt 
und erneut kultiviert (Abbildung 4‐46 unten). Nach erneuter Konfluenz konnten die 
Zellen wiederholt von der Oberfläche „geschaltet“ werden. 
Die  hergestellten  Schichten  sind  also  prinzipiell  mehrfach  wieder  einsetzbar. 
Limitiert  wird  das  durch  eventuell  verbleibende  Proteinrückstände  auf  der 
Oberfläche, was zu verunreinigten Kulturen führen kann.  
                                                 
130 Nitschke, M.; Gramm, S.; Götze, Th.; Valtink, M.; Drichel,  J.; Engelmann, K.; Voit, B.; Werner, C. 
Biomed. Mat. Res. 2006, submitted 
Abbildung 4‐46 Proliferation und Ablösung von L929‐Mausfibroblasten auf P1 bei 37°C (links) und 
nach Abkühlung auf 30°C (rechts) für zwei nacheinander wiederholte Experimente 
(oben: 1. Anwachsen und Abschalten, unten: 2. Kultivierung der oberen Probe (links unten) und 
wiederholtes Abschalten (rechts unten), Bildgröße: 1747 μm x 1385 μm) 
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Der konfluente L929‐Zellrasen  löst  sich bei Abkühlung  als geschlossener Zellrasen 
vom Hydrogel aufgrund der starken Zell‐Zell‐Interaktionen. 
 
Auch HUVECs konnten erfolgreich kultiviert und durch einen Temperaturstimulus 
von der Oberfläche entfernt werden, wie Abbildung 4‐47 zeigt. Diese lösten sich im 
Gegensatz zu den Mausfibroblasten nicht von alleine von der Oberfläche, ließen sich 
aber bei 30°C leicht abspülen, was bei 37°C nicht möglich war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im Abbildung 4‐47 rechts erkennt man deutlich die zurückbleibende Struktur des im 
Argonplasma  eingebrannten  Teflon‐Gitters,  auf  dem  die Zellen  sich  nicht  ablösen 
ließen. Auf den dazwischen liegenden Hydrogelbereichen konnten dagegen fast alle 
Zellen durch den Temperaturstimulus entfernt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Auch die in gezeigte HCEC‐Kultur löst sich nach Abkühlung auf 30°C vom Substrat, 
braucht aber  für das Ablösen nach Einstellung der Temperatur deutlich  länger, als 
die  anderen  Zelltypen.  Das  hängt mit  der Menge  an  produzierter  extrazellulärer 
Abbildung 4‐48 Proliferation und Ablösung von HCEC auf P1 bei 37°C (links, 1747 μm x 1385 μm) 
und nach Abkühlung auf 30°C (rechts, 436 μm x 346 μm) 
Abbildung 4‐47 Proliferation und Ablösung von HUVEC auf P1 bei 37°C (links) und nach 
Abkühlung auf 30°C mit anschließender Fixierung (rechts, zurück bleiben nur Zellen auf dem 
nicht mit Hydrogel bedeckten Bereichen, Teflon‐Gitter‐Struktur), Bildgröße: 1747 μm x 1385 μm 
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Matrix  (ECM) zusammen.  Je mehr ECM die Zellen produzieren, desto geringer  ist 
der Einfluss des Substrates, da die Zellen vollkommen in ECM eingebettet sind. 
 
Auf  den  untersuchten  P(NiPAAm)‐haltigen  Copolymeren  mit 
0 bis 5 Gewichtsprozent  Ethylenglykol  in  den  Seitenketten  konnten  erfolgreich 
3 verschiedene Zellarten kultiviert werden. Mausfibroblasten der Dauerzelllinie L929 
und  humane  Korneaendothelzellen  (HCEC)  konnten  ohne  Vorbehandlung  der 
Schichten  auf  diesen  über  einen  längeren  Zeitraum  kultiviert  werden.  Humane 
Endothelzellen  aus  der Nabelschnurvene  (HUVEC)  besiedelten  die  vorgegebenen 
Schichten nach Voradsorbtion von Fibronektin. Alle drei Zelltypen  lösten sich nach 
Temperaturerniedrigung und damit  verbundener Aufquellung des Hydrogels  von 
der Oberfläche.  
Die bei der Bestimmung der Phasenübergangstemperatur  ermittelten Unterschiede 
zwischen den Copolymeren wurden auch  in der Zellkultur beobachtet. Obwohl  im 
Copolymer P1 nur rund ein Gew.% Ethylenglykol enthalten ist, lösen sich die Zellen 
schneller und schon bei Temperaturen um 30°C von der Oberfläche. Zellkulturen auf 
reinem P(NiPAAm), P0, benötigen  teilweise mehrere Stunden bei Raumtemperatur 
um sich zu lösen. Bei Zellkulturen auf ethylenglykolhaltigen Copolymeren fand die 
Ablösung  der  Zellen  bereits  nach  wenigen  Minuten  statt.  Unterschiede  im 
Zellablöseverhalten zwischen den verwendeten P1‐ und P5‐Substraten konnten nicht 
festgestellt  werden,  obwohl  diese  eine  verschiedene  Quellcharakteristik (Tcr.) 
aufweisen. 
Auffällig war, dass  sich Mausfibroblasten  sehr  schnell  (bis 5 Minuten) und als  ein 
gesamter Zellrasen nach dem Abkühlen ablösten, HCECs brauchten dagegen etwas 
länger  (bis  30 Minuten),  lösten  sich  dann  aber  auch  im Zellverband  ab. HUVECs 
zeigten  innerhalb  von  5  Minuten  eine  Reaktion  auf  den  Temperaturstimulus 
(Ausbildung  einer  kugeligen Morphologie),  ließen  sich  jedoch  durch  Spülen  vom 
Substrat ernten.  
Zellen  auf  dem  nicht  schaltenden  Teflon‐Bereich  zeigten  keine  Reaktion  auf  den 
Temperaturstimulus. Bei einigen konfluenten Zellkulturen, die länger als 48 Stunden 
inkubiert waren, wurden die Zellen auf dem Teflon‐Bereich durch den sich lösenden 
Zellrasen aufgrund der hohen Zell‐Zell‐Interaktionen mit abgerissen 
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4.3.2  Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Zellen und Substrat 
 
Zur  Klärung  der  Frage,  in  welcher Weise  sich  Zellen  von  schaltbaren  Schichten 
ablösen, muss man die Wechselwirkungen zwischen Substrat und Zelle verstehen. 
Die  Adhäsion  der  Zelle  auf  bestimmten  Oberflächen  wird  durch  die 
Wechselwirkung  von  extrazellulären  Matrixproteinen  mit  entsprechenden 
Rezeptoren in der Zellmembran gesteuert. Insbesondere Fibronektin (FN)131, Laminin 
(LN) bzw. versch. Kollagene (Koll. I, II, IV) sind hier zu nennen. Dabei werden diese 
von  der  Zelle  meist  selbst  exprimiert,  d.h.  produziert,  an  ihren  Bestimmungsort 
transportiert  und  dort  eingesetzt.  Die  Wechselwirkungen  des  Proteins  bzw. 
Proteingemisches  mit  der  Substratoberfläche  signalisiert  der  Zelle  deren 
Eigenschaften und somit die Eignung oder Untauglichkeit als Adhäsionspunkt. 
 
 
4.3.2.1 Proteinadsorption auf thermisch schaltbaren Hydrogelen 
 
Um  das  Verhalten  von  Adhäsionsproteinen  auf  thermosensitiven  Substraten  bei 
verschiedenen  Temperaturen  zu  untersuchen,  wurden  die  Substrate  mit  einer 
Lösung  von  fluoreszenzmarkiertem  Protein  überschichtet  und  anschließend  mit 
einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dabei war besonders der Unterschied zur 
Referenzoberfläche  des  Teflon  AF  von  Interesse.  Verwendung  fand 
Tetramethylrhodamin‐isothiozyanat  (TRITC)  markiertes  Fibronektin  (FN‐TRITC). 
Dieses  wurde  bei  37°C  auf  die  entquollene  Schicht  gegeben  und  30  min  dort 
belassen,  anschließend  wurde  die  Probe  unter  PBS  am  37°C  warmen 
Fluoreszenzmikroskop vermessen. Nach Abkühlung der Probe auf ~30°C und deren 
damit verbundener Quellung wurde die Fluoreszenzintensität erneut vermessen. 
Dabei wurde erwartet, dass die bei 37°C beobachtete Intensität, welche proportional 
zur adsorbierten Menge an Protein ist, deutlich über der Intensität bei ~30°C liegt, da 
adsorbiertes FN sich beim Quellen desorbieren sollte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
131 Pompe, T.; Kobe, F.; Salchert, K.; Jørgensen, B.; Oswald, J.; Werner, C. Journal of Biomedical Materials 
Research 2003, 67A, 647‐657 
37°C 28°C
Abbildung 4‐49 Fibronektin Adsorption auf P5 bei 37°C bzw. nach Abkühlung auf 28°C  
(FN‐TRITC, 50 μg/ml, 1 h) 
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Als  Vergleichsoberfläche  dient  die  durch  Maskierung  erhalten  gebliebene 
Teflon‐AF‐Unterlage. Abbildung 4‐49 zeigt zwar eine veränderte absolute Intensität 
zwischen warmer und kalter Probe, aber diese Abnahme findet nicht nur selektiv auf 
den  thermosensitiven Oberflächen  statt,  sondern wird  im  selben Ausmaß  auf  der 
Teflon‐AF‐Oberfläche  beobachtet, wie Abbildung  4‐50  zeigt. Die Abnahme  beruht 
allein auf Diffusionsvorgängen während des Schaltvorgangs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es kann also davon ausgegangen werden, dass nicht allein die Wechselwirkungen 
zwischen Adsorptionsproteinen  und  thermosensitiver Oberfläche  ausschlaggebend 
für ein Ablösen der Zellen sind. 
Ähnliche Experimente mit Albumin  aus Rinderserum  (BSA,  engl.  für  bovine  serum 
albumine) erbrachten gleiche Ergebnisse. 
Die  erhaltenen  Ergebnisse  bestätigen  die  von  Yamato  et  al132  gemachten 
Ausführungen,  dass  Fibronektin  nicht  von  der  P(NiPAAm)‐Oberfläche  geschaltet 
werden kann, sondern dafür Zellaktivität notwendig ist. 
 
Solche Untersuchungen sind wichtig, da z.B. die verwendeten HUVECs eine gewisse 
Fibronektin‐Konzentration auf der Oberfläche vorfinden müssen um zu adherieren. 
Das  voradsorbierte  Fibronektin wird  von  den  Zellen  erkannt  und  in  ihre  eigene 
extrazelluläre Matrix  eingebaut,  so  reguliert  es  die  initiale Adhäsionsphase  dieses 
Zelltyps.131 
 
 
 
 
                                                 
132 Yamato, M.; Konno, C.; Kushida, A.; Hirose, M.; Utsumi, M.; Kikuchi, A.; Okano, T. Biomaterials 
2000, 21, 981 
Abbildung 4‐50 Normierte Fluoreszenzintensität von FN‐TRITC auf einer P5‐Schicht im Vergleich zur 
Teflon‐AF Oberfläche bei 37°C und nachfolgendem Abkühlen auf 28°C 
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Zellkulturexperimente  auf  mit  FN‐TRITC  vorbeschichteten  Substraten  wurden 
durchgeführt, um den Einfluss des Schaltvorgangs auf die ECM‐Proteine, in diesem 
Fall Fibronektin, zu beobachten. Mausfibroblasten bzw. HCECs adhärierten prompt 
auf solchen vorbeschichteten Substraten. Die Zellen sind jedoch nicht in der Lage das 
angebotene Fibronektin umzuordnen, was eine deutliche Fibrillenbildung zur Folge 
hätte, die nicht beobachtet wurde (siehe Abbildung 4‐51).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eine  auf  solchen  Substraten  adhärierte  Zellkultur  ließ  sich  nicht  abschalten.  Eine 
mögliche Erklärung dafür ist, dass weiterhin genügend Fibronektin adsorptiv an der 
nun aufgequollenen Oberfläche gebunden ist, um eine Zelladhäsion zu ermöglichen. 
 
 
A B
Abbildung 4‐51 Zellkultur auf mit FN‐TRITC beschichteter P1‐Oberfläche; Bild A zeigt die  
FN‐TRITC‐Schicht, bevor die Zellen ausgesät wurden; Bild B zeigt zusätzlich die angefärbten 
Zellkerne (DAPI) einer 21h alten HCEC‐Kultur auf dieser Oberfläche; es ist keine Fibrillenbildung 
aus dem angebotenen FN‐TRITC zu erkennen, Zellen ließen sich durch Abkühlung nicht von der 
Oberfläche abschalten, Maßstab: 50 μm 
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4.3.2.2 Proteinfärbung in der Zellkultur 
 
Ausgangspunkt  für  die  Untersuchungen  ist  eine  konfluente  Zellkultur,  die  dann 
entweder nach Zugabe von markiertem Protein weiterkultiviert wird oder bei 37°C 
bzw.  Raumtemperatur  mit  Paraformalehyd  behandelt  wird,  um  den  jeweils 
erhaltenen Zustand zu fixieren (siehe Schema in Abbildung 4‐52). 
 
 
Die  interessierenden  Proteine  der  fixierten  Proben  wurden  mit  Hilfe  einer 
Antigen‐Antikörper‐Reaktion markiert.  
Im  Immunsystem  des  Menschen  spielen  Antigen‐Antikörper‐Reaktionen  bei  der 
Abwehr  von  Krankheitserregern  (Antigene)  eine  sehr  bedeutende  Rolle.  In  der 
Forschung und Analytik wird diese Immunreaktion eingesetzt, um ganz spezifische 
Moleküle  nachzuweisen.  Dazu  wird  der  gegen  das  zu  untersuchende  Protein 
wirksame  primäre  Antikörper mit  der  Probe  zur  Reaktion  gebracht.  Ein  zweiter 
(sekundärer)  fluoreszenzmarkierter  Antikörper,  der  mit  dem  ersten  Antikörper 
spezifisch reagiert, wird zur Markierung verwendet. Das zu untersuchenden Protein 
ist  nun mit Hilfe  von  zwei Antikörpern markiert. Mit  dieser Methode  lassen  sich 
zeitgleich mehrere unterschiedliche  in der Probe vorhandene Proteine untersuchen, 
indem  verschiedene  spezifische  Antikörper mit  der  Probe  zur  Reaktion  gebracht 
werden. 
Die  zweite verwendete Möglichkeit  ist die direkte Zugabe von bereits markiertem 
Protein zu einer konfluenten Zellkultur. 
 
Konfluente
Zellkultur bei 37°C
Zellkernfärbung bei 37°C
• DAPI, 30 min
Fixierung bei 37°C
• 4% Paraformaldehyd, 10 min
• 2x spülen mit 0,5% Triton‐X‐100
Antikörperfärbung bei RT
• primärer Antikörper, 1:100 verd., 45 min
• fluoreszenzmarkierter sekundärer Antikörper, 1:50 verd., 30 min
Zugabe v. fluoreszenzmarkiertem Protein bei 37°C
• 50 μg/ml, 30 min
Fixierung bei RT
• 4% Paraformaldehyd, 10 min
• 2x spülen mit 0,5% Triton‐X‐100
weitere
Zellkultur bei 37°C
Fluoreszenzaufnahmen bei 37°C
und während des Abschaltens
Fluoreszenzaufnahmen bei RT
Abbildung 4‐52 Schema der durchgeführten Färbungen mit fluoreszenzmarkierten Proteinen 
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Antikörperfärbung 
 
Mit  Hilfe  von  Antikörperfärbungen  können  Proteine  und  Zellbestandteile  im 
Fluoreszenzmikroskop  sichtbar  gemacht  werden.  Dazu  muss  die  Probe  fixiert 
vorliegen,  d.h.,  alle  Bestandteile  sind  durch  Paraformaldehyd  vernetzt  auf  der 
Oberfläche gebunden. Dabei bleibt aber die Struktur der Proteine erhalten. Der Probe 
wird  nun  ein  gegen  das  gewünschte  Protein  wirksamer  primärer  Antikörper 
zugegeben  und  nach  einer  Einwirkzeit  von  45  Minuten  gespült.  Ein  gegen  den 
primären Antikörper wirksamer sekundärer fluoreszenzmarkierter Antikörper wird 
20 Minuten auf der Probe belassen. Dadurch kann die Verteilung des mit Hilfe des 
primären Antikörpers markierten Proteins abgebildet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4‐53 links zeigt eine HUVEC‐Zellkultur nach dem Abschalten der sich auf 
dem  Hydrogel  angesiedelten  Zellen.  Im  Bild  sind  nur  noch  wenige  auf  dem 
Hydrogel verbliebene Zellen sichtbar. Die auf dem Teflon adhärierten Zellen bilden 
deutlich  dessen  Struktur  ab.  In  dieser  Probe  wurde  mit  Hilfe  der  Antigen‐
Antikörper‐Reaktion Fibronektin angefärbt, dieses erscheint in Abbildung 4‐53 rechts 
rot.  Man  erkennt  deutlich,  dass  nur  noch  um  die  verbliebenen  Zellen  auf  dem 
Teflon‐Gitter  Fibronektin  zu  detektieren  ist.  Auf  dem  Hydrogel  finden  sich  nur 
wenige bis keine Spuren des Proteins. Wenn man bedenkt, dass vor dem Senken der 
Temperatur  das  gesamte  Substrat mit  Zellen  bewachsen  und  somit  überall  auch 
Fibronektin  vorhanden  war,  muss  man  schlussfolgern,  dass  die  sich  ablösenden 
Zellen dieses mit sich genommen haben.  
 
Unterschiedliche  Zelltypen  besitzen  auch  eine  verschieden  zusammengesetzte 
extrazelluläre Matrix.  Im Falle der HUVEC  ist das Fibronektin  charakteristisch. Da 
dieses  auch  die  initiale  Phase  der  Adhäsion  solcher  Zellen  auf  Oberflächen 
Abbildung 4‐53 Fibronektin‐Antikörperfärbung (rot, rechts, 213 x 116 μm) einer bei 27°C geschalteten 
und fixierten HUVEC‐Kultur auf einem P1‐Substrat (links, 1747 μm x 1385 μm);  
Fibronektin ist nicht im Bereich des Hydrogels zu erkennen, dagegen ist im Bereich des Teflon‐Gitters 
ein Zellrasen mit hohem FN‐Anteil vorhanden 
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maßgeblich beeinflusst, ist es bei HUVECs von vordergründigem Interesse. Im Falle 
der humanen kornealen Endothelzellen (HCEC) kann das Fibronektin in deren ECM 
nicht  im  gleichen Maße detektiert werden. Die ECM der HCECs  besteht  zu  einen 
Großteil aus Kollagenen und Laminin. Aus diesen Grund wurde bei dieser Zelllinie 
das Kollagen IV mit Hilfe einer Antigen‐Antikörper‐Färbung markiert. 
Abbildung 4‐54 zeigt einen sich vom Hydrogel ablösenden Zellrasen. Nach erfolgter 
Zellkernfärbung wurde dieser fixiert und das Kollagen IV markiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Man  erkennt deutlich, dass die  sich  ablösenden Zellen  von Kollagen  IV umgeben 
sind und nur ein geringer Prozentanteil auf dem Hydrogel zurückbleibt. 
Auch  bei  der Ablösung  von Mausfibroblasten  (siehe Abbildung  4‐55)  kann  keine 
zurückbleibende ECM festgestellt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4‐54 Kollagen IV Antikörperfärbung (rot, rechts, Zellkerne erscheinen blau, 213 x 116 μm) 
einer bei 27°C geschalteten und fixierten, 8 Tage alten HCEC‐Kultur auf einem P1‐Substrat  
(links, 1747 μm x 1385 μm)  
Abbildung 4‐55 Fibronektin‐Antikörperfärbung einer auf P0 kultivierten, einen Tag alten 
Mausfibroblastenkultur nach Abkühlung auf 30°C und anschließender Fixierung, die Bilder sind aus 
mehreren Teilbildern zusammengesetzt und daher leicht verzerrt dargestellt; 
der sich trotzt Fixierung ablösende Zellrasen ist deutlich erkennbar, oben: rechts und links bereits 
freies Hydrogel erkennbar, die Zellen haften aber in der Mitte noch an 
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Abbildung 4‐55 zeigt eine bereits geschaltete und fixierte Mausfibroblastenprobe, bei 
der  sich  durch weitere mechanische  Stimulation  der  Zellrasen weiter  ablöst. Das 
obere Panoramabild  ist  aus mehreren Einzelbildern  zusammengesetzt, wobei man 
rechts  und  links  der Mitte,  auf  der  noch Zellen  anhaften,  bereits  frei  geschaltetes 
Hydrogel vorfindet. Das markierte Fibronektin wird von den Zellen beim Ablösen 
mitgenommen, und nur wenig verbleibt auf dem gequollenen Substrat. 
 
 
Proteinfärbung in der lebenden Zellkultur 
 
Vorteil dieser Methode  ist die Möglichkeit der Beobachtung des  lebenden Systems. 
Man kann durch Zugabe von fluoreszenzmarkiertem Protein in die Zellkultur direkt 
dessen  Einbau  und  Umordnung  beobachten  (siehe  Abbildung  4‐56  links).  Das 
fluoreszenzmarkierte Protein wird direkt in das Zellkulturmedium gegeben und dort 
eine gewisse Zeit belassen  (hier  eine  Stunde). Danach wird das Medium  erneuert, 
wobei nicht  eingebautes markiertes Protein mit  entfernt wird.  Jegliches, nun unter 
dem Fluoreszenzmikroskop  sichtbares Protein wurde  also  aktiv von den Zellen  in 
ihre Matrix integriert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In  Abbildung  4‐56  erkennt  man  sehr  gut,  dass  nach  dem  Abschalten  der 
Mausfibroblasten kaum noch Protein (Fibronektin) auf der Oberfläche vorhanden ist, 
obwohl die Zellen daraus  vorher  ein dichtes Netzwerk  auf dem  Substrat  gebildet 
hatten. 
 
 
 
Abbildung 4‐56 Fluoreszenzaufnahme von L929 Mausfibroblasten auf einem P1‐Substrat nach 
Zugabe von FN‐TRITC für 1 h bei 37°C (links) und nach Abkühlen dieser Probe auf 30°C (rechts); 
213 x162 μm, Kerne erscheinen blau, Fibronektin gelb 
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Im Falle der HCECs ist der Ein‐ und Umbau des angebotenen Fibronektins nicht so 
stark  zu  beobachten  wie  bei  den Mausfibroblasten,  da  bei  diesen  Zellen  andere 
Proteine  (Kollagene)  in  der  ECM  eine  größere  Rolle  spielen.  Trotzdem wird  aus 
Abbildung  4‐57  ersichtlich, dass die Zellen während  ihrer Ablösung vom  Substrat 
das eingebaute Fibronektin mitnehmen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Unterschiede  hinsichtlich  verbleibenden  Proteins  zwischen  den  verwendeten 
Substraten konnten nicht beobachtet werden.130 
 
Es  kann  also  festgestellt  werden,  dass  die  untersuchten  Zellen  die  sie  in  der 
extrazellulären  Matrix  umgebenden  Proteine  während  des  Ablöseprozesses 
mitnehmen, wie  auch Cheng  et  al mit Antikörperfärbungen  nachwiesen133. Dieses 
Ergebnis konnte  sowohl mit  eigenen Antikörperfärbungen der  fixierten Proben als 
auch direkt in der lebenden Kultur während des Ablösens gezeigt werden. 
Dieses  Ergebnis  ist  von  grundlegender  Bedeutung.  Die  extrazelluläre Matrix  der 
Zellen  hilft  diesen  bei  der  erneuten  Adhäsion.  Im  Gegensatz  zu  abtrypsinierten 
Zellen,  bei  denen  die  ECM  abgebaut wurde  und  sich  dadurch  die  Zellen  lösten, 
                                                 
133 Cheng, X.; Canavan, H. E.; Graham, D. J.; Castner, D. G.; Ratner, B. D. Biointerphases 2006, 1, 61‐72 
Abbildung 4‐57 Fluoreszenzaufnahme von HCEC auf einem P0‐Substrat (oben) und einem 
P1‐Substrat (unten) nach Zugabe von FN‐TRITC für 1 h bei 37°C (links) und nach Abkühlen dieser 
Probe auf 30°C (rechts); Bildgröße 213 x162 μm, Kerne erscheinen blau, Fibronektin gelb 
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haben  die  von  thermisch  schaltbaren  Hydrogelen  geernteten  Zellen  eine  intakte 
Umgebung (ECM).  
Vor allem bei einer geplanten Transplantation von vermehrten Zellen ist es wichtig, 
so viele und so gesunde Zellen wie möglich zu erhalten. 
Doch nicht nur die mitgeerntete ECM ist für eine folgende Transplantation wichtig, 
es muss auch sicher gestellt werden, dass die Zellen, die von thermisch schaltbaren 
Hydrogelen geerntet wurden, ihre natürliche Funktionalität aufweisen.  
 
 
Proteinfärbung zur Untersuchung Funktionalität der kultivierten HCEC 
 
Korneale Endothelzellen haben die Aufgabe,  im Auge die Hornhaut klar zu halten. 
Dies  erfolgt  durch  aktives  Abpumpen  des  in  der  Hornhaut  zuviel  befindlichen 
Wassers,  da  sonst  die  Hornhaut  aufquellen  und  dadurch  trüb würde.  Um  diese 
Pumpfunktion  ausführen  zu  können,  müssen  sich  die  Zellen  in  der 
Endothelzellmonolage  sehr eng aneinander anfügen. Dadurch werden  so genannte 
„tight‐junctions“  (feste Zell‐Zell‐Bindungen über Membranproteine, wie z. B. ZO‐1) 
ausgebildet.  Diese  können  durch  Anwesenheit  des  ZO‐1‐Proteins  nachgewiesen 
werden,  welches  sich  bei  der  Ausbildung  einer  geschlossenen Monolage  in  den 
Zellwänden anreichert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ein erstes  Indiz  für die Ausbildung einer  intakten und geschlossenen Monolage  ist 
die charakteristische Zellform der HCEC wie  in Abbildung 4‐58 gezeigt. Die Zellen 
bilden  eine  kopfsteinplasterähnliche  Morphologie  aus.  Damit  konnten  die  von 
Abbildung 4‐58 HCEC nach 96 Stunden auf einem P0‐Substrat, 
man erkennt die kopfsteinpflasterartige Morphologie der Zellen, 
Bildgöße: 436 x 345 μm
Ergebnisse und Diskussion    96 
 
Ide et al134  mit  primären  Korneaendothelzellen  auf  einem  P(NiPAAm)‐Substrat 
gezeigten Ergebnisse bestätigt130 werden. Die gleiche Morphologie der HCECs wird 
bei der Verwendung des EG‐haltigen Substrats, P1, beobachtet. Der Unterschied zum 
zuvor verwendeten P0‐Substrat war der wesentlich beschleunigte Zellablösevorgang.  
 
Die mit Hilfe einer Antikörperfärbung markierten ZO‐1‐Proteine einer HCEC‐Kultur 
auf  einem  P1‐Substrat  zeigen  eine  deutliche  Konzentration  des  Proteins  in  den 
Zellwänden der HCECs, wie in Abbildung 4‐59 zu sehen ist.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  in  Abbildung  4‐59  links  gezeigten  Zellen  haben  noch  einen  Großteil  der 
ZO‐1‐Proteine  im Zytoplasma  verteilt,  da  nach  24  Stunden  noch  keine  konfluente 
Zellschicht  gewachsen  ist.  Im  rechten  Bild  nach  8  Tagen  dagegen,  sind  in  allen 
Zellwänden ZO‐1‐Proteine nachzuweisen. 
Der  hier  gebrachte  Nachweis  über  die  charakteristische  Morphologie  der 
verwendeten neuen  immortalisierten Zelllinie von HCECs und die Ausbildung von 
„tight  junctions“  innerhalb der Zellmonolage  ist die erste bekannte Dokumentation 
der  erfolgreichen  Kultivierung  dieser  Zelllinie  mit  charakteristischer 
Zellmorphologie auf thermisch schaltbaren Zellkultursubstraten.130 Im Gegensatz zu 
den  von  Ide et al  verwendeten  primären Korneazellen  (Zellen  eines  Spenders,  die 
nur  eine  begrenzte  Lebensdauer  besitzen)  ist  die  verwendete  immortalisierte 
Zelllinie spenderunabhängig, was die Vergleichbarkeit der Experimente ermöglicht, 
da spenderabhängige Einflussfaktoren ausgeschlossen werden können. 
 
 
 
 
 
 
                                                 
134  Ide,  T.; Nishida,  K.;  Yamato, M.;  Sumide,  T.;  Utsumi, M.; Nozaki,  T.;  Kikuchi,  A.;  Okano,  T.; 
Tano, Y. Biomaterials 2006, 27, 607–614 
Abbildung 4‐59 Antikörperfärbung des ZO‐1 Proteins (gelb) bei HCECs auf einem P1‐Substrat nach 
42 h Kultur (links) und 8 Tagen (rechts), Maßstab 50 μm, Zellkerne erscheine blau 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
5.1 Zusammenfassung 
 
Gegenstand  dieser  Arbeit  war  die  Synthese  von  thermisch  schaltbaren 
Kammcopolymeren  auf  Basis  von  N‐(Isopropylacrylamid)  (NiPAAm)  und 
Polyethylenglykolmakromonomeren (PEGMA). Die  intensive Charakterisierung der 
aus  diesen  Copolymeren  hergestellten  Schichten  und  deren  Anwendung  als 
Zellkultursubstrate war ein weiteres Forschungsziel dieser Arbeit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Synthese von thermisch schaltbaren Copolymeren auf NiPAAm‐Basis wurde mit 
Hilfe  der  kontrolliert  radikalischen  RAFT‐Methode  (reversible addition 
fregmentation chain transfer‐process)  hinsichtlich  Molmassenverteilung  und 
Architektur  des  Polymers  optimiert.  Dazu  notwendige 
Kettenübertragungsreagenzien  (CTA ‐ chain transfer agent)  konnten  erfolgreich 
synthetisiert werden. Zwei von  ihnen  lieferten bei der kontrollierten Synthese von 
P(NiPAAm)  ausreichend  gute  Resultate,  um  daraus  weitere  Blockcopolymere  zu 
synthetisieren.  
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Abbildung 5‐2 Kettenübertragungsreagenzien für die Herstellung von kontrollierten 
Co‐ und Blockcopolymeren auf NiPAAm‐Basis 
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Abbildung 5‐1 Schema der hergestellten Co‐ und Blockcopolymere auf NiPAAm‐ und 
Ethylenglykolmakromonomerbasis 
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Es  konnte  in dieser Arbeit die  erfolgreiche  Synthese  von  kontrolliert  hergestellten 
P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymeren mit einer Molmassenverteilung von rund 1.3 
gezeigt  werden.  Mit  Hilfe  von  Monomeradditionsexperimenten  konnte  an  ein 
P(NiPAAm)‐Makrokettenübertragungsreagenz  (PNiPAAm‐CTA) ein weiterer Block 
aus  Diethylenglykolmethacrylat  (DEGMA)  bzw.  Polyethylenglykolmethacrylat 
(PEG475MA) erzeugt werden. Aufgrund der geringen Ausbeute an Blockcopolymer 
konnten daraus bisher noch keine Schichten für die Zellkultur angefertigt werden.  
Die auch bereits in früheren eigenen Arbeiten frei radikalisch erzeugten Copolymere 
wurden  auf  ihre  Anwendung  als  Zellkultursubstrat weiter  optimiert.  So wurden 
P(NiPAAm‐co‐DEGMA)  mit  einem  Gewichtsprozent  DEGMA  (P1)  und 
P(NiPAAm‐co‐PEG475MA) mit  5  Gewichtsprozent  PEG475MA  (P5)  neben  reinem 
P(NiPAAm) (P0) neu hergestellt und  in der Zellkultur eingesetzt. Das bereits früher 
eingesetzte P(NiPAAm‐co–PEG2080MA) mit rund 25 Gewichtsprozent PEG2080MA 
eignete  sich  nicht  uneingeschränkt  als Zellkultursubstrat,  da  der  hohe  PEG‐Anteil 
bereits ein Adherieren der Zellen verhinderte. 
Die  hergestellten  thermisch  sensitiven  Copolymere  wurden  hinsichtlich  ihrer 
thermischen  Eigenschaften  in  Lösung  intensiv  charakterisiert.  So  konnte mit Hilfe 
der  DSC  und  UV‐Vis‐Trübungsmessung  die  Verschiebung  der  kritischen 
Phasenübergangstemperatur (Tcr.) in Wasser mit zunehmendem Comonomergehaltes 
dokumentiert werden (siehe Abbildung 5‐3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Herstellung der Schichten erfolgte durch Aufschleudern der Polymerlösung auf 
mit  Teflon  vorbeschichteten  Si‐Wafern  oder  Glassubstraten.  Durch  eine 
Niederdruck‐Argonplasmaentladung wurden die dünnen Polymerschichten  an die 
Teflonschicht angeheftet. Die so hergestellten dünnen quellbaren Schichten wurden 
hinsichtlich ihrer thermisch abhängigen Quellbarkeit mit Hilfe von ellipsometrischen 
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Abbildung 5‐3 Übersicht über die mit Hilfe verschiedener Methoden bestimmter kritischer 
Phasenübergangstemperaturen (Tcr.) 
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Methoden  charakterisiert. Dabei  ist  ersichtlich, dass die Quellbarkeit und die Lage 
der Phasenübergangstemperatur durch die Immobilisierung nicht negativ verändert 
wurde.  Außerdem  konnte mit  Hilfe  der  Quarzmikrowaage  gezeigt werden,  dass 
beim Entquellen der Schicht deren Steifigkeit zunimmt und beim Aufquellen diese 
ihre  viskoelastischen  Eigenschaften  zurückerhält.  Einen  weiteren  Beweis  für  die 
Änderung  der Oberflächencharakteristik  des Hydrogels während  des  Entquellens 
durch  einen  thermischen  Stimulus  liefern  die  ermittelten  Kontaktwinkel  einer 
gequollenen bzw. einer entquollenen Schicht.  
Es  konnte  somit  bewiesen  werden,  dass  die  hergestellten  und  immobilisierten 
ultradünnen  Hydrogelschichten  beim  Entquellen  durch  einen  Temperaturanstieg 
steifer  und  deren  Oberflächen  hydrophober  werden.  Im  anderen  Fall  einer 
anschließenden  Temperaturerniedrigung  quellen  diese  Schichten  auf  und werden 
weicher bzw. deren Oberflächen hydrophiler. Genau dieses Verhalten der Schichten 
bei  den  genannten  Temperaturstimuli  ist  Vorraussetzung  für  deren  Einsatz  als 
Zellkultursubstrate.  Adherente  Zellen  bevorzugen  steife  hydrophobe 
Substratoberflächen  [Teflon  eignet  sich  also  besonders  gut,  Polystyren  ist  als 
Standardzellkultursubstrat (TCPS‐tissue culture polystyrene) auch bestens geeignet], 
dagegen  sind weiche und  hydrophile  Substratoberflächen  gegenüber Zelladhäsion 
weitgehend resistent.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die  durch  die  Maskierung  während  der  Plasmabehandlung  entstandenen 
strukturierten Schichten bieten die Möglichkeit, in der Zellkultur, zwei verschiedene 
Oberflächencharakteristika  innerhalb  einer  Probe  zu  vergleichen,  zum  einen  die 
weiche und quellbare Hydrogelschicht und zum anderen die harte und hydrophobe 
Teflonschicht.  Dadurch  ist  es  möglich,  den  direkten  Einfluss  des  thermisch 
schaltbaren  Substrates mit  einem  nicht  schaltbaren  Substrat  zu  vergleichen  (siehe 
Abbildung 5‐4).  
 
Auf  den  untersuchten  P(NiPAAm)‐haltigen  Copolymeren  mit 
0 bis 5 Gewichtsprozent  Ethylenglykol  in  den  Seitenketten  konnten  erfolgreich 
drei verschiedene  Zellarten  kultiviert werden. Mausfibroblasten  der Dauerzelllinie 
Abbildung 5‐4 Abschalten einer 24h alten Mausfibroblastenprobe von einem P1‐Substrat; der bei 37°C 
konfluente Zellrasen löst sich bei Abkühlung auf 30°C, nur im Bereich der Strukturierung 
(Teflon‐Gitter) bleiben die Zellen zurück, Maßstab: 200 μm 
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L929 und humane Korneaendothelzellen (HCEC) konnten ohne Vorbehandlung der 
Schichten  auf  diesen  über  einen  längeren  Zeitraum  kultiviert  werden.  Humane 
Endothelzellen  aus  der Nabelschnurvene  (HUVEC)  besiedelten  die  vorgegebenen 
Schichten nach Voradsorption von Fibronektin. Alle drei Zelltypen  lösten sich nach 
Temperaturerniedrigung und damit  verbundener Aufquellung des Hydrogels  von 
der Oberfläche.  
Wurde der PEG‐Anteil zu hoch (>20Gew.%), konnte teilweise keine Zelladhäsion auf 
den Schichten beobachtet werden. Aus diesem Grund wurden die darauf folgenden 
Zellexperimente auf Schichten mit PEG‐Gehalten bis fünf Gew.% durchgeführt.  
Die bei der Bestimmung der Phasenübergangstemperatur  ermittelten Unterschiede 
zwischen den Copolymeren wurden auch  in der Zellkultur beobachtet. Obwohl  im 
Copolymer P1 nur rund ein Gew.% Ethylenglykol enthalten ist, lösen sich die Zellen 
schneller  (in  wenigen  Minuten)  und  schon  bei  Temperaturen  um  30°C  von  der 
Oberfläche.  Zellkulturen  auf  reinem  P(NiPAAm),  P0,  benötigen  teilweise mehrere 
Stunden bei Raumtemperatur (~20 bis 25°C), um sich zu lösen.  
Auffällig  war,  dass  sich  Mausfibroblasten  sehr  schnell  (bis  5  Minuten)  und  als 
gesamter Zellrasen nach dem Abkühlen ablösten, HCECs brauchten dagegen etwas 
länger  (bis  30 Minuten),  lösten  sich  dann  aber  auch  im Zellverband  ab. HUVECs 
zeigten  innerhalb  von  5  Minuten  eine  Reaktion  auf  den  Temperaturstimulus 
(Ausbildung einer kugeligen Morphologie), ließen sich jedoch nur durch Spülen vom 
Substrat ernten.  
Zellen  auf  dem  nicht  schaltenden  Teflon‐Bereich  zeigten  keine  Reaktion  auf  den 
Temperaturstimulus. Bei einigen konfluenten Zellkulturen, die länger als 48 Stunden 
inkubiert waren, wurden die Zellen auf dem Teflon‐Bereich durch den sich lösenden 
Zellrasen aufgrund der hohen Zell‐Zell‐Interaktionen mit abgerissen 
 
Ein weiterer untersuchter Aspekt  ist die Analyse der Wechselwirkungen zwischen 
Zelle und  schaltbarem Substrat. Zuerst  ist  es wichtig, dass die Zellen das Substrat 
annehmen  und  darauf  proliferieren.  Dazu  ist  es  notwendig,  die  Vorgänge  beim 
Adherieren  von  Zellen  auf  Oberflächen  zu  kennen.  Im  zweiten  Schritt  sind  die 
Wechselwirkungen  während  des  Ablösevorgangs  nach  einer 
Temperaturerniedrigung  zu  untersuchen.  Da  beide  Prozesse  auf  den  gleichen 
Proteinen aufbauen, wurden Färbungen der dabei aktiven Proteine (Fibronektin und 
Kollagen IV) durchgeführt.  
Bei  37°C  adsorbierte  Proteinschichten  ließen  sich  nicht  durch  einen 
Temperaturstimulus  „wegschalten“.  Der  Zellablösevorgang  muss  also  noch  auf 
anderen  Mechanismen  als  der  reinen  Proteinwechselwirkung  mit  dem  Substrat 
beruhen.  
Zellkulturen  von  HCECs  auf  mit  fluoreszenzmarkiertem  Fibronektin 
vorbeschichteten Substraten zeigten keinen Einbau des angebotenen Fibronektins in 
die extrazelluläre Matrix der Zellen, auch ließen sich so kultivierte Zellen nicht von 
der  Oberfläche  abschalten.  Wurde  das  markierte  Fibronektin  zu  einer  bereits 
mehrere Stunden alten Zellkultur gegeben, war der Einbau und die Umordnung des 
Fibronektin innerhalb der extrazellulären Matrix (ECM) der Zellen deutlich sichtbar. 
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Nach Senkung der Temperatur und damit verbundener Ablösung der Zellen konnte 
beobachtet werden, dass sich die nun markierte ECM zusammen mit dem Zellrasen 
vom  Hydrogel  löst.  Gleiche  Ergebnisse  wurden  nach  Fixierung  der  Probe  und 
Immunofärbung  der  Proteine  mit  Antikörpern  erhalten.  Zellen  auf  dem  Teflon‐
Bereich  und  deren  ECM  verbleiben  nach  Ablösen  der  restlichen  Zellen  vom 
Hydrogel auf dem Substrat. 
Die erhaltenen Resultate zeigen den Vorteil der Zellernte von thermisch schaltbaren 
Zellkultursubstraten  deutlich  gegenüber  den  zur Zeit  verwendeten Methoden,  bei 
denen  entweder  die  ECM  komplett  zerstört  wird  oder  bei  denen  die  Zellen 
mechanisch stark belastet werden. Die so mitgeerntete extrazelluläre Matrix wirkt bei 
einer weiteren Kultivierung/Transplantation der Zellen unterstützend. 
 
Außerdem  konnte  erstmals  gezeigt  werden,  dass  die  auf  schaltbaren 
Zellkultursubstraten  kultivierten  humanen Korneaendothelzellen  der  verwendeten 
immortalisierten Zelllinie die gleiche Morphologie ausbilden wie in ihrer natürlichen 
Umgebung. Weiterhin konnte durch Antikörperfärbung des ZO‐1‐Membranproteins 
bewiesen  werden,  dass  die  so  kultivierten  HCECs  eine  dichte  und  geschlossene 
Zellmonolage  ausbilden  und  dadurch  die  HCECs  ihre  Funktionalität  aktivieren 
können.  
 
Resultierend  aus  dem  gewonnen  Verständnis  der  Wechselwirkungen  zwischen 
thermisch  schaltbaren Zellkultursubstrat und darauf  kultivierten Zellen  können  in 
Zukunft  gezielt  Polymere  synthetisiert  werden,  die  den  Anforderungen  an  eine 
bestimmte Zelllinie entsprechen. 
 
Aufgrund  der  Limitationen  durch  den  eingesetzten 
Plasmaschritt  und  der  fehlenden  Möglichkeit  die 
Hydrogelschichten weiter zu modifizieren, wurden neue 
reaktive  thermisch  schaltbare  Copolymere  hergestellt. 
Diese  auf  Aktivesterbasis  hergestellten  reaktiven 
Monomere  können  nach  der  Polymerisation  mit 
NiPAAm  in  einem  Copolymer  weiter  umgesetzt 
werden.  
Durch  Reaktion  mit  primären  Aminen  an  einer 
entsprechend  funktionalisierten  Oberfläche  konnten 
solche  reaktiven  Aktivestercopolymere  in  ultradünnen 
Schichten  immobilisiert  werden.  Durch  Reaktion  von 
bioaktiven  Substanzen  (Peptiden,  Proteinen,  u. a.)  mit 
solchen  reaktiven  Schichten,  können  die 
Polymerschichten weiter modifiziert werden. 
Dadurch  ist  es  in  Zukunft  möglich,  gezielt  biomimetrische  thermisch  sensitive 
Oberflächen herzustellen.  
Abbildung 5‐5  
Struktur des synthetisierten 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm) ‐
Aktivestercopolymeren 
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5.2 Ausblick  
 
Der Einsatz von P(NiPAAm‐g‐PEGMA)‐Copolymeren als Zellkultursubstrat konnte 
erfolgreich gezeigt werden. Für Transplantationen von Zellen, welche von  solchen 
Substraten  geerntet wurden,  sind  in Zukunft die Zellkulturbedingungen und  evtl. 
die Hydrogele so zu verändern, dass eine serumfreie Zellkultur möglich ist. 
Der Einsatz von thermisch schaltbaren Hydrogelschichten beschränkt sich nicht nur 
auf  den  Bereich  der  erleichterten  Zellernte.  Erste  Versuche  zur  Herstellung  von 
thermisch  schaltbaren  Mehrfachschichten  dienen  zur  Erforschung  von  mehrfach 
stimulisensitiven Multischichtsystemen, mit denen die gezielte Freisetzung von z.B. 
Proteinen erfolgen kann. 
Reaktive thermisch schaltbare Schichten auf Basis von P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)‐
Aktivestercopolymeren  können  zur  gezielten  Herstellung  von  biomimetrischen 
Oberflächen  genutzt werden.  Eine weitere Möglichkeit  der Modifizierung  solcher 
Oberflächen besteht in der Strukturierung z.B. durch μ‐contact‐printing.  
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6 Experimenteller Teil 
 
6.1 Chemikalien und Lösungsmittel 
 
Falls  notwendig,  wurde  unter  Luft‐  und  Feuchtigkeitsausschluss  in  einer 
Argonatmosphäre  gearbeitet.  Dazu  wurden  die  Lösungsmittel  nach  bekannten 
Verfahren getrocknet. Alle anderen Lösungsmittel wurden in p.A.‐Qualität bezogen 
und ohne weitere Reinigung eingesetzt.  
Für  die  säulenchromatographische  Reinigung  wurde  Merck  Silicagel  (60, 
Partikelgröße 0,063‐0,1 mm) verwendet. 
NiPAAm  wurde  vor  Verwendung  in  n‐Heptan  umkristallisiert  bzw.  für  die 
Verwendung in der kontrollierten Synthese sublimiert. 
Zur Herstellung der reinen Schichten wurde hochreines Chloroform der Firma Acros 
(ECD geprüft für die Rückstandsanalyse) verwendet. 
Sämtliche Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Fluka, Merck, oder 
Sigma‐Aldrich in p.A.‐Qualität bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. 
 
 
6.2 Synthese der Kettenübertragungsreagenzien 
 
6.2.1 Dithioester 
6.2.1.1 Synthese von Bis(thiobenzoyl)disulfid 
 
Schwefel  (32 g/mol, 0,12mol, 3,84 g) und 0,108 mol Na‐Methoxid  in MeOH‐Lösung 
(54,02 g/mol, 19,8 g, d= 0,97 g/cm3, 20,4 ml) werden  in Methanol  (20 ml)  in  einem 
250 ml  Rundkolben  gelöst.  Durch  einen  Tropftrichter  oder  eine  Spritze  wird 
tropfenweise eine Lösung von 0,06 mol Benzylchlorid  (126,59 g/mol, 7,56 g, d=1,099 
g/ml,  6,88  ml)  zugeführt.  Dabei  kommt  es  zu  einer  leichten  Erwärmung  der 
hellgelben  Lösung. Diese wandelt  sich  innerhalb  von  20 min  über  dunkelgelb  zu 
dunkelrot. Diese Lösung wird über Nacht bei 80 °C (reflux) belassen. 
Das entstandene NaCl wird über eine Fritte abfiltriert und mit MeOH gewaschen, bis 
es farblos ist. Das Filtrat wird unter Vakuum (1,7 mbar, 30 °C) vom Methanol befreit, 
der Filterrückstand ist zu entsorgen. 
Der  verbleibende  Rest  wird  mit  50+10  ml  Wasser  gelöst  und  3‐mal  mit  Ether 
gewaschen. Die wässrige Phase wird mit Ether überschichtet und mit 5 ml HCl (2 N) 
angesäuert. Diesen Vorgang wiederholen  bis  das Wasser  klar  ist. Die  vereinigten 
Etherphasen  werden  nun  3‐mal  mit  einen  Gemisch  Wasser:NaOH  (1M),  40:30, 
gewaschen. Wenn das Waschwasser kaum noch eine braune Farbe zeigt, wird nicht 
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weiter  gewaschen.  Die  wässrigen  Phasen  in  einem  500  ml  Rundkolbenwerden 
tropfenweise mit K3[Fe(CN)6]  Lösung  (16  g  in  210 ml Wasser)  versetzen  und  1  h 
rühren.  Die  rotbraune  Lösung  wird  dabei  klar  und  die  sich  bildenden  Flocken 
werden  abfiltriert.  Das  Produkt  [Bis(thiobenzoyl)disulfid]  wird  im  Vakuum 
getrocknet und im Kühlschrank aufbewahrt.  
 
6.2.1.2 2‐Cyanopropan‐2‐yl‐benzodithioat (AIBN‐CTA) 
 
2g  Bis(thiobenzoyl)disulfid  werden  mit  1,3‐fachem  Überschuss  an  AIBN 
(164,21 g/mol,  1,4  g,  8,564∙10‐3 mol)  versetzt und  in Ethylacetat  gelöst. Die Lösung 
wird 18 h unter Rückfluss gekocht. Nach Abziehen des Lösungsmittels wird das rote 
Öl  im  Vakuum  getrocknet.  Die  Reinigung  erfolgte  mit  Hilfe  der 
Säulenchromatographie, mit  Silicagel  als  Trägermaterial  und  Ethylacetate‐n‐Hexan 
Mischung (2:3) als Eluent. 
 
Ausbeute: 82% 
 
1H‐NMR (DMSO‐d6):   δ in ppm: 7.9 (d, 2 H, Benzyl‐ortho CH); 7.7 (t, 1 H, Benzyl‐
para CH); 7.5 (t, 2 H, Benzyl‐meta CH); 1.9 (s, 6 H, CH3) 
13C‐NMR (CDCl3):    δ  in  ppm:  144.4  (Benzyl‐C);  132.9  (Benzyl‐C);  128.5 
(Benzyl‐C); 126.5 (Benzyl‐C); 120 (CN); 41.6 (isopropyl‐C); 26.4 (CH3) 
 
6.2.1.3 4‐(Benzodithioyl)‐4‐cyanopentansäure (ACPA‐CTA) 
 
3.14 g  Bis(thiobenzoyl)disulfid  werden  mit  1,3‐fachem  Überschuss  an  ACPA 
(280,29 g/mol, 4.2 g, 0.015 mol) versetzt und  in Ethylacetat gelöst. Die Lösung wird 
18 h unter Rückfluss gekocht. Nach Abziehen des Lösungsmittels wird das  rote Öl 
im  Vakuum  getrocknet.  Die  Reinigung  erfolgte  mit  Hilfe  der 
Säulenchromatographie,  mit  Silicagel  als  Trägermaterial  und  als  Eluent  einem 
Lösungsmittelgradienten  von  Heptan/Ethylacetate  Mischung  (1:1)  zu  reinem 
Ethylacetat.  
 
Ausbeute: 90% 
 
1H‐NMR (CDCl3):   δ in ppm: 7.9 (d, 2 H, Benzyl‐ortho CH); 7.6 (t, 1 H, Benzyl‐para 
CH); 7.4 (t, 2 H, Benzyl‐meta CH); 2.8‐2.5 (m, 4 H, CH2‐CH2); 1.9 (s, 3 H, CH3) 
13C‐NMR (CDCl3):  δ  in  ppm:  144.4  (Benzyl‐C);  132.9  (Benzyl‐C);  128.5  (Benzyl‐C); 
126.5 (Benzyl‐C); 120 (CN); 
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6.2.1.4 Benzyldithiobenzoat 
 
Das bei der Synthese von Bis(thiobenzoyl)disulfid als Zwischenprodukt entstehende 
Dithiobenzoesäure‐Natriumsalz  wird  direkt  mit  Benzylchlorid  umgesetzt.  Dabei 
werden 14,4 mmol Benzylchlorid (126,59 g/mol, 1,82 g, d=1,099 g/ml, 2 ml)  in 25 ml 
Ethylacetat vorgelegt und 1,1 Equivalente wässrige Lösung des Dithiobenzoesäure‐
Natriumsalzes langsam zugetropft. Nach 12 Stunden Rühren bei Raumtemperatur ist 
die wässrige Phase  klar und die  organische  rötlich  gefärbt. Nach Phasentrennung 
wird die organische Phase vom Lösungsmittel befreit und das Produkt im Vakuum 
getrocknet. Die Ausbeute des roten Öls beträgt rund 40%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1H‐NMR (CDCl3):   δ  in  ppm:  8  (d,  2 H,  C9);  7.5  (t,  1 H,  C10);  7.45‐7.3  (m,  7 H, 
C1+C2+C3+C7); 4.6 (s, 2 H, C5) 
13C‐NMR (CDCl3):  δ  in  ppm:  228  (C6);  145  (C7);  135  (C4);  132  (C10);  130‐127 
(C1+C2+C3+C8+C9); 43 (C5) 
 
 
 
6.3 Synthese der Polymere 
 
6.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Polymerisation 
 
Die  Synthese  der  Copolymere  erfolgt  in  einem  Kolben,  der  mit  einem  Septum 
verschlossen  ist.  Nach  der  Einwaage  der  Monomere,  eines 
Kettenübertragungsreagenzes und des Initiators gibt man die entsprechende Menge 
Lösungsmittel hinzu. Mit Hilfe eines Magnetrührers wird  solange gerührt, bis  sich 
alles gelöst hat. Man verschließt den Kolben mit einem Septum und friert den Kolben 
in flüssigem Stickstoff ein. Bilden sich keine Blasen mehr am Kolben, so wird dieser 
mit Hilfe einer Kanüle evakuiert. Nach Entfernen der Kühlung lässt man die Lösung 
auftauen.  Man  bemerkt  eine  deutliche  Blasenbildung  in  der  Lösung.  Ist  alles 
aufgetaut, friert man den Kolben ein und wiederholt diese Prozedur. Der Einfrieren–
Entgasen‐Zyklus  wird  mindestens  dreimal  wiederholt,  bis  sich  im  Inneren  der 
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Lösung beim Auftauen keine Blasen mehr bilden. Man kann  jetzt davon ausgehen, 
dass der gelöste Sauerstoff aus der Lösung entfernt wurde. 
Die  Reaktion  kann  je  nach  Lösungsmittel  unter  Vakuum  oder  Schutzatmosphäre 
durchgeführt werden. 
Nach  beendeter  Reaktionszeit  wird  die  Reaktionslösung  abgekühlt  und  das 
Lösungsmittel  fast  vollständig  im Vakuum  entfernt. Die  nun  hochviskose  Lösung 
wird  langsam  in  einem  Überschuss  von  kaltem  Ether  ausgefällt.  Ein  günstiges 
Verhältnis  ist 1:100, da das Polymer schon  in Mischungen aus wenig Lösungsmittel 
und  Ether  löslich  ist.  Für  eine  gründliche  Reinigung  des  Produktes  ist  ein 
nochmaliges Umfällen in kaltem Ether notwendig. Dazu wird das Polymer in gerade 
soviel Lösungsmittel gelöst, dass  eine hochviskose Lösung  entsteht, die man noch 
handhaben kann. Nach dem Abdekantieren des Ethers wird das gereinigte Produkt 
im Vakuum getrocknet. Normalerweise kann das Polymer mit Hilfe von Glasfritten 
filtriert werden, bei hohen PEG‐Gehalten  ist aber davon abzuraten und stattdessen 
die Lösung zu dekantieren.  
 
6.3.2 Freie radikalische Polymerisation 
 
6.3.2.1 P(NiPAAm) – P0 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  10  g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  88,4  mmol) 
zusammen  mit  0,071  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  0,06321  mmol)  als  Initiator 
eingewogen  und  in  66  ml  Dioxan  gelöst.  Die  Polymerisation  erfolgt  in  einer 
13 Gew.%‐Lösung  von  Dioxan  bei  70  °C  für  19  Stunden.  Die  weiteren 
Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen  Arbeitsvorschrift  für  die  Synthese  der 
Polymere zu entnehmen. Anstatt einer Fällung  in Ether wurde das Produkt  in viel 
40°C warmem Wasser  gefällt. Zur  zweiten  Fällung wurde der  Feststoff  in Dioxan 
aufgenommen und in viel Ether gefällt. 
Man erhält nach der Trocknung über Phosphorpentoxid und im Hochvakuum einen 
farblosen und klaren Feststoff mit einer Ausbeute von über 55%. 
 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ in ppm: 7.12 (bs, 1 H, NH 4); 3.84 (bs, 1 H, C5); 
1.96 (bs, 1 H, C2); 1.45 (bs, 2 H, C1); 1.04 (bs, 6H, C6) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (C3);  41.6  (C2);  40.7  (C5);  35.4 
(C1); 22.3 (C6) 
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6.3.2.2 P(NiPAAm‐co‐DEGMA) – P1 
 
In einem Weithalskolben werden 2 g NIPAAm (113.16 g/mol, 17,6 mmol) zusammen 
mit  0,5  Mol.%  Diethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (188,2 g/mol, 
8,835∙10‐5  mol)  und  0,05  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  0,06321  mmol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 10‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
90 °C  für  5½  Stunden.  Die  weiteren  Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen 
Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymeren zu entnehmen. 
Man erhält nach der Trocknung im Hochvakuum einen pulvrigen farblosen Feststoff 
mit einer Ausbeute von über 80%. 
 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ in ppm: 7.13 (bs, 1 H, NH f); 
3.85  (bs,  1 H,  Cd);  3.6‐3.4  (3∙bs,  C6+C7+C8);  3.27 
(bs, C9); 1.96 (bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 
(bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ in ppm: 173.6 (Cc); 71.3 (C8); 
69.7  (C7); 58.1  (C9); 41.6  (Cb); 40.7  (Cd); 35.4  (Ca); 
22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde aus dem Verhältnis der Intensitäten aus den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 
DEGMA‐Komponente mit  x = 0.992  und  y = 0.008 
bestimmt. 
 
6.3.2.3 P(NiPAAm‐co‐PEG475MA) – P5 
 
In einem Weithalskolben werden 1 g NiPAAm (113.16 g/mol, 8,8 mmol) zusammen 
mit  0,5  Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (475 g/mol, 
4,42∙10‐5  mol)  und  0,05  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  4,42∙10‐6  mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 16‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
90 °C  für  19  Stunden.  Die  weiteren  Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen 
Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymeren zu entnehmen. 
Man erhält nach der Trocknung im Hochvakuum einen pulvrigen farblosen Feststoff 
mit einer Ausbeute von über 90%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in  ppm:  7.13  (bs,  1  H,  NH  f);  3.85  (bs,  1  H,  Cd);  3.5  (bs, 
C6+C7+C8); 3.27 (bs, C9); 1.96 (bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
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13C‐NMR (DMSO): δ in ppm: 173.6 (Cc); 71.3 (C8); 
69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 (Ca); 
22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus 
den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 
PEG475MA‐Komponente  mit  x = 0.991und 
y = 0.009 bestimmt. 
 
 
6.3.2.4 P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA) – P25 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  1,2 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat 
(2080 g/mol,  0,226 mmol)  und  0,1 Mol%  ACPA  (280,29 g/mol,  1,79∙10‐6 mol)  als 
Initiator  eingewogen.  Die  Polymerisation  erfolgt  in  einer  10‐Gew.%‐Lösung  von 
Dioxan bei 80 °C für 19 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte sind der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymere zu entnehmen. 
Man erhält nach der Trocknung im Hochvakuum einen pulvrigen farblosen Feststoff 
mit einer Ausbeute von über 90%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ in ppm: 7.13 (bs, 1 H, NH f); 
3.85  (bs,  1 H, Cd);  3.5  (bs, C6+C7+C8);  3.27  (bs, 
C9); 1.96 (bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 
6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (Cc);  71.3 
(C8); 69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 
(Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus 
den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 
PEG2080MA‐Komponente  mit  x = 0.985  und 
y = 0.015 bestimmt. 
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6.3.2.5 P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)6 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  2,25 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  19,88 mmol) 
zusammen mit  10 Mol.% N‐(Methacrylamido‐hexansäure)succinimid  (296,32 g/mol, 
0,845 mmol)  und  0,5 Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  1,036∙10‐4 mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 20‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
70 °C  für  2  Stunden. Dabei  erhöhte  sich die Viskosität der Lösung  sehr  stark. Die 
weiteren  Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen Arbeitsvorschrift  für  die  Synthese 
der Polymere zu entnehmen. 
Man erhält nach der Trocknung im Hochvakuum einen pulvrigen farblosen Feststoff 
mit einer Ausbeute von über 90%. 
Das Produkt wird im Kühlschrank gelagert, um die Hydrolyse einzuschränken. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in  ppm:  7.13  (bs,  1  H, 
NH f); 3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6); 3.27 (bs, 
C9);  2.99  (bs, C6);  2.8  (m, C9);  1.96  (bs,  1 H, 
Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm: 173.6  (Cc); 71.3 
(C8); 69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 
35.4 (Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomeren  im 
Copolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei 
δ = 3.85 ppm  für  die  NiPAAm‐Komponente 
und  δ = 3.27 ppm  für  die  Succinimid‐
Komponente mit x = 0.94 und y = 0.06 bestimmt. 
 
 
6.3.2.6 P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)3 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  1,5 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  13,26 mmol) 
zusammen  mit  3 Mol.%  N‐(Methacrylamido‐hexansäure)succinimid  (296,32 g/mol, 
0,398 mmol)  und  0,5 Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  6,6∙10‐5 mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 20‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
70 °C  für  2  Stunden. Dabei  erhöhte  sich die Viskosität der Lösung  sehr  stark. Die 
weiteren  Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen Arbeitsvorschrift  für  die  Synthese 
der Polymere zu entnehmen. 
Man erhält nach der Trocknung im Hochvakuum einen pulvrigen farblosen Feststoff 
mit einer Ausbeute von über 90%. 
Das Produkt wird im Kühlschrank gelagert, um die Hydrolyse einzuschränken. 
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1H‐NMR (DMSO):  δ  in  ppm:  7.13  (bs,  1  H, 
NH f); 3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6); 3.27 (bs, 
C9);  2.99  (bs, C6);  2.8  (m, C9);  1.96  (bs,  1 H, 
Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm: 173.6  (Cc); 71.3 
(C8); 69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 
35.4 (Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomeren  im 
Copolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei 
δ = 3.85 ppm  für  die  NiPAAm‐Komponente 
und  δ = 3.27 ppm  für  die  Succinimid‐
Komponente mit x = 0.97und y = 0.03 bestimmt. 
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6.3.3 Kontrolliert radikalische Polymerisation 
 
6.3.3.1 P(NiPAAm) – P0, RAFT 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  0,5 g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  4,42 mmol) 
zusammen  mit  0,1  Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  0,726 mmol)  als  Initiator  und 
0,5 Mol.%  BDTB  (244,38 g/mol,  2,21∙10‐5 mol)  als  Kettenübertragungsreagenz 
eingewogen und  in  2,5 ml Anisol gelöst. Die Polymerisation  erfolgt bei  100 °C  für 
24 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für 
die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält  nach  der  Trocknung  einen  rosa  Feststoff  mit  einer 
Ausbeute von über 50%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.9  (bs, BDTB Benzyl‐ortho CH); 7.12 
(bs, 1 H, NH 4); 3.84 (bs, 1 H, C5); 1.96 (bs, 1 H, C2); 1.45 (bs, 2 H, C1); 
1.04 (bs, 6H, C6) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (C3);  41.6  (C2);  40.7  (C5);  35.5 
(C1); 22.3 (C6) 
Eine  genaue  Zuordnung  der  1H‐  und  13C‐Signale  findet  sich  im  Kapitel  NMR‐
Spektroskopie. 
 
6.3.3.2 P(NiPAAm‐co‐PEG475MA) – P2.5, RAFT 
 
In einem Weithalskolben werden 1 g NiPAAm (113.16 g/mol, 8,84 mmol) zusammen 
mit  0,5 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (475 g/mol, 
4,42∙10‐5 mol), 0,05  Mol% AIBN (164,21 g/mol, 4,4∙10‐6mol) als Initiator und 0,5 Mol.% 
AIBN‐CTA  (221,34 g/mol,  4,43∙10‐5 mol)  als 
Kettenübertragungsreagenz  eingewogen  und  in 
5 ml Anisol gelöst. Die Polymerisation erfolgt bei 
80 °C  für  6 Tage.  Die  weiteren  Syntheseschritte 
sind  der  allgemeinen  Arbeitsvorschrift  für  die 
Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält  nach  der  Trocknung  einen  rosa 
Feststoff mit einer Ausbeute von über 25%. 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.9  (bs, AIBN‐CTA 
Benzyl‐ortho CH); 7.13  (bs, 1 H, NH  f); 3.85  (bs, 
1 H, Cd);  3.5  (bs, C6+C7+C8);  3.27  (bs, C9);  1.96 
(bs, 1  H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (Cc);  71.3 
(C8); 69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 
(Ca); 22.3 (Ce) 
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Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten aus den Integralen bei δ = 3.85 ppm  für die NiPAAm‐Komponente und 
δ = 3.27 ppm für die PEG475MA‐Komponente mit x = 0.99 und y = 0.01 bestimmt. 
 
Eine  genaue  Zuordnung  der  1H‐  und  13C‐Signale  findet  sich  im  Kapitel  NMR‐
Spektroskopie. 
 
 
6.3.3.3 P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA) – P20, RAFT 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  1,2 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat 
(475 g/mol,  0,2331 mmol),  0,1  Mol% AIBN  (164,21 g/mol,  1,79∙10‐5mol)  als  Initiator 
und  0,25 Mol.%  ACPA‐CTA  (279,38 g/mol,  4,48∙10‐5 mol)  als 
Kettenübertragungsreagenz  eingewogen  und  in  20 ml  Dioxan  gelöst.  Die 
Polymerisation erfolgt bei 80 °C  für 19 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte  sind 
der allgemeinen Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man erhält nach der Trocknung einen  leicht  rosa Feststoff mit einer Ausbeute von 
über 35%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm:  7.13  (bs,  1 H, NH  f); 
3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6+C7+C8); 3.27 (bs, C9); 
1.96  (bs, 1  H, Cb); 1.44  (bs, 2 H, Ca); 1.05  (bs, 6 H, 
Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm:  173.6  (Cc);  71.3  (C8); 
69.7  (C7);  58.1  (C9);  41.6  (Cb);  40.7  (Cd);  35.4  (Ca); 
22.3 (Ce) 
 
Das Verhältnis der Monomere im Copolymer wurde 
aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus  den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 
PEG2080MA‐Komponente  mit  x = 0.988  und 
y = 0.012 bestimmt. 
 
 
6.3.3.4 P(NiPAAm)‐CTA – P0‐CTA 
 
In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  0,1  Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  1,767∙10‐5 mol)  als  Initiator  und 
0,5 Mol.%  BDTB  (244,38 g/mol,  8,84∙10‐5 mol)  als  Kettenübertragungsreagenz 
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eingewogen  und  in  10 ml Anisol  gelöst. Die  Polymerisation  erfolgt  bei  100 °C  für 
24 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für 
die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält nach der Trocknung  einen  rosa Feststoff mit  einer Ausbeute von über 
50%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.9  (bs, BTDB Benzyl‐ortho CH); 7.12 
(bs, 1 H, NH 4); 3.84 (bs, 1 H, C5); 1.96 (bs, 1 H, C2); 1.45 (bs, 2 H, C1); 
1.04 (bs, 6H, C6) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (C3);  41.6  (C2);  40.7  (C5);  35.5 
(C1); 22.3 (C6) 
 
 
Eine  genaue  Zuordnung  der  1H‐  und  13C‐Signale  findet  sich  im  Kapitel  NMR‐
Spektroskopie. 
 
6.3.3.5 P(NiPAAm‐b‐PNiPAAm) Kettenverlängerung 
 
100 mg  P(NiPAAm)‐CTA  (P0‐CTA)  werden  mit  100  mg  NiPAAm  (113,16 g/mol, 
0,884 mmol) ohne Zusatz von Initiator  in 2 ml DMF gelöst. Nach dem Entgasen der 
Lösung wird diese 5 Tage bei 95°C im Ölbad belassen. Die weiteren Syntheseschritte 
sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man erhält nach der Trocknung einen weißen, pulvrigen Feststoff mit einer Ausbeute 
von über 50%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ in ppm: 7.12 (bs, 1 H, NH 4); 3.84 (bs, 1 H, C5); 
1.96 (bs, 1 H, C2); 1.45 (bs, 2 H, C1); 1.04 (bs, 6H, C6) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (C3);  41.6  (C2);  40.7  (C5);  35.5 
(C1); 22.3 (C6) 
 
Das Verhältnis von Monomer zu CTA wurde aus dem Verhältnis der 
Intensitäten aus den Integralen bei δ = 3.85 ppm  für die NiPAAm‐Komponente und 
δ = 7.9 ppm für die CTA‐Komponente mit x = 0.98 und y = 0.02 bestimmt. 
 
6.3.3.6 P(NiPAAm‐b‐DEGMA) Blockcopolymer 
 
100 mg  P(NiPAAm)‐CTA  (P0‐CTA)  werden  mit  100  mg  DEGMA  (188,22 g/mol, 
0,531 mmol) ohne Zusatz von Initiator  in 2 ml DMF gelöst. Nach dem Entgasen der 
Lösung wird diese 5 Tage bei 95°C im Ölbad belassen. Die weiteren Syntheseschritte 
sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält  nach  der  Trocknung  einen  schlecht  filtrierbaren,  weißen,  pulvrigen 
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Feststoff mit einer Ausbeute von über 50%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.13  (bs, 1 H, NH  f); 3.85 
(bs, 1 H, Cd); 3.6‐3.4 (3∙bs, C6+C7+C8); 3.27 (bs, C9); 1.96 
(bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm: 173.6  (Cc); 71.3  (C8); 69.7 
(C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 (Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Blockcopolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus  den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.24 ppm  für  die 
DEGMA‐Komponente  mit  x = 0.74  und  y = 0.26 
bestimmt. 
 
6.3.3.7 P(NiPAAm‐b‐PEG475MA) Blockcopolymer 
 
100 mg  P(NiPAAm)‐CTA  (P0‐CTA)  werden  mit  100  mg  PEG475MA  (475 g/mol, 
0,21 mmol) ohne Zusatz von  Initiator  in 2 ml DMF gelöst. Nach dem Entgasen der 
Lösung wird diese 5 Tage bei 95°C im Ölbad belassen. Die weiteren Syntheseschritte 
sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für die Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält  nach  der  Trocknung  einen  schlecht  filtrierbaren weißen  Feststoff mit 
einer Ausbeute von über 50%. 
 
1H‐NMR (DMSO):  δ in ppm: 7.13 (bs, 1 H, NH f); 
3.85  (bs,  1 H,  Cd);  3.5  (bs,  C6+C7+C8);  3.27  (bs, 
C9); 1.96 (bs, 1  H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 
6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (Cc);  71.3 
(C8); 69.7 (C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 
(Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im 
Blockcopolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm 
für  die NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.24 ppm 
für  die  PEGMA‐Komponente  mit  x = 0.94  und 
y = 0.06 bestimmt. 
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6.4 Untersuchung der Lösungen 
 
6.4.1 NMR 
 
IH‐NMR‐  und  13C‐NMR‐Spektren  wurden  an  einem  BRUKER  DRX  500  NMR 
Spektrometer  der  Firma  BRUKER  (Billerica, MA  / USA)  bei  500.13 MHz  (lH) und 
125.76 MHz  (13C)  aufgenommen. Die Kalibrierung  erfolgte  auf  die  Lösungsmittel, 
CDCl3 (δH = 7.26 ppm, δC = 77.2 ppm); DMSO‐d6 (δH = 2.5 ppm, δC = 39.5 ppm). 
 
 
6.4.2 GPC 
 
Zur  Bestimmung  der  Molmasse  wurde  die  Probe  (2 mg/ml)  in  DMAc  als 
Elutionsmittel  unter  Zusatz  von  2%  H2O  und  3  g/l  LiCl  gelöst.  Die 
Strömungsgeschwindigkeit durch die von Knauer hergestellte Anlage mit 2 „Zorbax 
PSM  Trimodal‐S“‐Säulen  beträgt  0,5 ml/min.  Ein  Knauer‐Ri‐Detektor  kam  zur 
Anwendung. Die Molmassen wurden mit Hilfe eines PVP‐Standards ermittelt.  
Das  zweite  verwendete  GPC‐System  wurde  mit  Dimethylformamid  als 
Elutionsmittel betrieben (1ml/min). Die Messtemperatur dieser Anlage liegt bei 50°C. 
Als  Detektor  wurde  ein  „multi‐angle‐laserlight‐scattering“  MALLS‐Detektor  in 
Kombination mit  einem Ri‐Detektor  verwendet. Vor Auftragen  der  Probe  auf  die 
Säule  wurde  diese  durch  einen  0,45 μm‐Filter  filtriert,  um  evtl.  vorhanden 
Verunreinigungen zu entfernen. 
 
 
6.4.3 DSC 
 
Perkin  Elmer  DSC  7;  Heizrate:  1K/min;  Lösung  der  Polymere  (0,1 g/ml)  in 
entionisiertem  Wasser  mit  einer  Konzentration  von  100 mg/ml; 
Glasübergangstemperaturen der Feststoffe wurden mit einer Heizrate von 20 K/min 
gemessen 
 
6.4.4 (UV‐Vis)‐Trübungsmessung 
 
(UV‐Vis)‐Spektren  wurden  an  einem  Varian  Cary  100  Varian  Australia  Pty. 
Ltd.,Mulgrave VIC3170  / Australien) vorgenommen. Die Messung der Lösung der 
Polymere fand  in entionisiertem Wasser mit einer Konzentration von 1 mg/ml nach 
fünfminütiger Temperaturkonstanz statt. 
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6.5 Schichtpräparation 
 
Die Dünnschichtimmobilisierung der Polymere wurde mit Hilfe eines Niederdruck 
Argonplasmas  ausgeführt.  Die  dazu  notwendigen  Schichtdicken  von  ~10‐20  nm 
erhält  man  durch  Aufschleudern  der  polymerhaltigen  Chloroformlösung  auf 
entsprechend vorbereitete Glas‐ oder Siliziumträger. 
 
6.5.1 Vorbereiten der Substrate 
 
Zum Aufbringen der Teflon‐AF1600TM‐Schicht wird die erhaltene Teflon‐AF‐Lösung 
weiter verdünnt auf ein Gew.%  in FC75. Nach Rotationsbeschichtung  (3000 U/min, 
3000 U/min∙s, 30 s) des Substrates wurden die ca. 50 nm dicken Schichten für 10 min. 
bei  110°C  getempert.  Bevor  die  P(NiPAAm)‐haltigen  Polymere  aufgeschleudert 
werden  können,  ist  eine  Plasmavorbehandlung  für  120 s  im  Argonplasma  nötig 
Dadurch ist es möglich, die Polymere in folgender Weise aufzuschleudern. 
Eine 0,25‐Gew.%ige CHCl3‐Lösung des entsprechenden Polymers wird mit Hilfe der 
Rotationsbeschichtung,  unter  Einhaltung  folgender  Parameter:  5000  U/min;  5000 
U/min∙s; 30 s, auf die Teflon‐AF‐Schicht aufgeschleudert. 
 
6.5.2 Plasma Immobilisierung 
 
Die Plasmabehandlung der Proben wurde in einem computergesteuerten MicroSys‐
Apparat  von  Roth&Rau  (Wüstenbrand,  Deutschland)  ausgeführt.  Die 
Vakuumkammer  hat  einen Durchmesser und  eine Höhe  von  jeweils  350 mm. Der 
Druck  innerhalb der Kammer,  erzeugt durch  eine Turbomolekular Pumpe, beträgt 
<10‐7 mbar.  Es  fand  eine  2,46 GHz  Elektron‐Zyklotron‐Resonanz‐Ionenquelle  (ECR, 
engl. electron cyclotron resonance), RR160, von Roth&Rau mit einem Durchmesser von 
160 mm und einer maximalen Leistung von 800 W, welche über der Plasmakammer 
installiert war, Verwendung.  
Der  Abstand  zwischen  der  Probe  und  dem  durch  die  Plasmaquelle  angeregten 
Volumen beträgt rund 200 mm. Für die Immobilisierung von P(NiPAAm)‐basierten 
Polymeren  wurden  folgende  Parameter  verwendet:  Leistung  der  Plasmaquelle, 
120 W; Argondurchfluss, 38 sccm; Druck, 8∙10‐3 mbar;  Behandlungszeit, 10 s. 
Zum Abschluss werden die Proben  für eine Stunde mit Chlorform gespült und  im 
Vakuum getrocknet.  
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6.6 Schichtcharakterisierung 
 
6.6.1 Ellipsometrie 
 
Zum  Einsatz  kam  ein  spektroskopisches  Multiwinkel‐Ellipsometer  M‐200VI  (J.A. 
Woolham Co.,  Inc.). Die Lichtquelle  ist eine 50 W Quecksilberdampflampe. Bei der 
Vermessung von trockenen Proben wurden ∆‐Werte für die 3 Einfallswinkel von 65°, 
70° und 75° aufgezeichnet. Zur Untersuchung von gequollenen Schichten wurde eine 
Flüssigkeitszelle  verwendet,  dabei  beträgt  der  Einfallswinkel  68°.  Somit  können 
Messungen unter entionisiertem Wasser (pH 6,5) oder unter Pufferlösungen bzw. in 
Zellkulturmedium  durchgeführt  werden.  Die  Heiz‐/Kühlrate  der 
Temperatursteuerung der Flüssigkeitszelle wurde mit 1  K/min konstant gehalten. 
Zur Berechnung der Schichtdicke und der optischen Eigenschaften des untersuchten 
Polymerfilms, Näherungsrechnungen basierend auf optischen Multischichtmodellen 
wurden auf die experimentell gewonnenen Daten angewendet. 
 
 
6.6.2 QCM 
 
Es  wurde  eine  Q‐Sense‐D300‐Quarzmikrowaage  (Q‐Sense  AB,  Schweden)  mit 
Dissipationsmonitoring  verwendet.  Standard‐Gold‐Kristalle  (QSX  301)  mit  einer 
Resonanzfrequenz  von  5 MHz  und  einem  Durchmesser  von  14 mm  wurden 
äquivalent zu den anderen Substraten erst mit Teflon AF und danach mit dem zu 
untersuchendem  Polymer  beschichten  und  dieses  im  Argonplasma  immobilisiert. 
Um die gesamte gequollene Schichtdicke messtechnisch erfassen zu können, wurde 
die Trockenschichtdicke des Polymers auf 10 nm limitiert. 
Die  Temperatur  in  der  Flüssigkeitsmesszelle wurde  auf  ±0,1 °C  genau  kontrolliert 
und die Heiz‐/Kühlrate auf 0,15 K/min eingestellt. Vor der ersten Messung wurden 
die Proben in entionisiertem Wasser für 1 h gequollen. 
 
 
 
6.6.3 Kontaktwinkel 
 
Kontaktwinkelmessungen  wurden  auf  einer  vom  Institut  selbst  hergestelltem 
inversen ADSA‐Anlage durchgeführt.123 Die Temperatur in der Flüssigkeitsmesszelle 
wurde  auf  ±0,1 K  genau  kontrolliert  und  pro  Temperatur  3  Blasen  gesetzt  und 
gemittelt. Vor der ersten Messung wurden die Proben  in entionisiertem Wasser  für 
1 h gequollen. 
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6.7 Zellkultur und Ablöseprozedur 
 
Alle  Zellkulturexperimente  wurden  unter  gleich  bleibenden  Bedingungen 
durchgeführt.  Die  Temperatur  in  der  Inkubationskammer  wurde  auf  37°C 
eingestellt, die Atmosphäre mit 5% CO2 versetzt.  
 
Die Kultivierung  von  L929‐Mausfibroblasten  (DSZM,  Braunschweig, Deutschland) 
erfolgte  in  „RPMI  1640“‐Medium  (Pan  Biotech  GmbH,  Aidenbach,  Deutschland), 
welches mit 10% FCS und Antibiotika versetzt war. Mediumwechsel erfolgte dreimal 
pro Woche.  
 
Für  die  Versuche  wurden  aus  Nabelschnüren  isolierte  Endothelzellen 
(HUVEC ‐ Human  Umbilical  Vein  Endothelial  Cells)  verwendet.  Je  nach  Bedarf 
wurden  sie aufgetaut oder, wenn  frisch  isolierte Endothelzellen vorhanden waren, 
diese für Versuche genutzt. 135 
Für die Gewinnung der Endothelzellen wurden nur bis zu maximal 20 Stunden alte 
Nabelschnüre  verwendet.  Diese  wurden  bis  zur  Präparation  in  mit  Antibiotika 
versetzter  PBS  kühl  gelagert.  Zur  Gewinnung  der  Endothelzellen  wurde  die 
Nabelschnurvene mit  PBS  gespült  und mit  einer  Spritze  sterile  Collagenase  (446 
U/ml) eingefüllt. Die Nabelschnur wurde zusammen mit der Collagenase bei 37°C 20 
Minuten inkubiert. 
Nach der  Inkubationszeit wurde die Reaktion mit Endothelzellmedium  (Promocell, 
Endothelial  Cell  Growth  Medium),  10%  FCS  enthaltend,  gestoppt,  die 
Collagenaselösung  mit  den  abgelösten  Endothelzellen  in  ein  steriles 
Zentrifugenröhrchen  gegeben  und  5 Minuten  bei  1500 U/min  (Heraeus,  Labofuge 
400R)  zentrifugiert.  Die  Zellen  wurden  im  Anschluss  in  vorgewärmtem 
Endothelzellmedium  resuspendiert  und  in  eine  mit  Fibronektin  beschichtete 
Zellkulturflasche gegeben. Die so gewonnenen Zellen wurden bis zur Konfluenz bei 
37°C und  5% CO2  inkubiert. Alle  zwei  Tage wurde  das Medium  gewechselt.  Bei 
Konfluenz wurden die Zellen passagiert. 
Für  die  Zellkulturen  wurde  das  Endothelzellmedium  der  Firma  Promocell 
angewendet.  Für  die Vorkultivierung  der  Endothelzellen wurde  das Medium mit 
dem Supplement‐Mix verwendet. Der Supplementmix  enthält neben 2% FCS noch 
diverse  Wachstumsfaktoren  und  Antibiotika  (200mM  L‐Glutamin,  10000U/ml 
Penicillin, 10mg/ml Streptomycin). 
 
Die  Kultivierung  der  immortalisierten  kornealen  Endothelzellen  (HCEC)  erfolgte 
unter gleichen Bedingungen wie die der anderen Zelllinien. Als Medium kam eine 
Mischung aus „Medium 199“ und „Ham´s F12 Nutrient Mixture“ (beide von Gibco 
Invitrogen), genannt „F99‐Medium“ zu Einsatz. Zusätze zu diesem waren: 5% FCS 
(Gibco Invitrogen), 20 μg/ml Ascorbinsäure (Sigma), 20 μl/ml Rinderinsulin (Sigma), 
                                                 
135 Markowski, M. Diplomarbeit 2003, TU‐Dresden 
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10  ng/ml  bFGF  (Gibco  Invitrogen)  sowie  Gentamycin  (Gibco  Invitrogen)  und 
Amphotericin B (Biochrom AG) als antimikrobiologische Zusätze. 
Die  Aussaat  auf  nicht  thermosensitive  Oberflächen  (T25, 
Polystyrenzellkulturflaschen)  erfolgte  nach  deren  Vorbeschichtung  mit  1 mg 
Chondroitin‐6‐sulfat (Sigma) und 10 μg Laminin (Sigma). 
 
 
Vor  Aussaat  der  Zellen  auf  thermosensitive  Substrate  wurden  diese  24   h  bei 
Raumtemperatur  in  PBS‐Lösung  gequollen  und  danach  auf  37°C  gebracht.  Nach 
einmaligem Spülen mit PBS‐Lösung wird das Substrat mit vorgewärmten Medium 
überschichtet. Das Medium wird 30 min auf dem Substrat belassen und gegen die 
37°C warme Zellsuspension ausgetauscht. 
Üblicherweise wurden auf eine 1,3 cm² große Oberfläche 2∙105 Zellen ausgesät. 
 
 
Mikroskopische  Aufnahmen  der  Zellkultur  unter  physiologischen  Bedingungen 
wurden mit einem Zeiss‐Axiovert‐200‐Mikroskop aufgenommen, welches mit einer 
Inkubationskammer ausgerüstet war. Dadurch konnten die Zellkulturen über einen 
längeren  Zeitraum  unter  optimalen  Bedingungen  (37 °C,  5  %  CO2)  beobachtet 
werden. Als Software zur Steuerung der Kamera (AxioCam Color) und zur weiteren 
Bildbearbeitung kam Axio‐Vision 3.1 zum Einsatz. 
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6.8 Proteinfärbeexperimente 
 
Zum Anfärben von Zellkernen kam Höchst 33342 (Molecular Probes, Eugene, USA) 
zum  Einsatz.  Mit  Hilfe  von  Tetramethylrhodamin‐Farbstoff  (TAMRA,  Molecular 
Probes,  Eugene,  USA)  bzw.  TRITC  wurde  Fibronektin  markiert.  Dabei  wurden 
Labelgrade von rund 4‐7 verwendet. 
 
Zur Antikörperfärbung wurden die kultivierten Zellen mit 4% Paraformaldehyd  in 
PBS für 10 min fixiert und anschließend mit 0.5 % Triton® X 100‐Lösung in PBS für 
10 min  gewaschen.  Danach  wurden  die  Proben  dem  primären  und  sekundären 
Antikörper ausgesetzt  (Verdünnung 1:200  in PBS; Inkubationszeit prim. Antikörper 
45 min, sek. Antikörper 30 min). Nach jedem Schritt wurden die Proben zweimal mit 
PBS‐Lösung  gespült. Nachdem  prim.  Antikörper wurde mit  einer  1 Gew.%  BSA‐
Lösung gespült, um ungebundenen Antikörper abzutrennen. 
 
Protein‐Adsorption  auf  den  Substratoberflächen wurde mit Hilfe  von markiertem 
Fibronektin (FN‐TRITC, 50 μg/ml) bzw. markiertem BSA (BSA‐TRITC, 2,5 mg/ml) in 
PBS‐Lösung untersucht. Dabei wurde die Proteinlösung 1 h auf dem 37°C warmen 
Substrat  belassen  und  danach  mit  PBS‐Lösung  gespült.  Die 
Fluoreszenzintensitätsmessungen wurden  bei  37°C und  nach Abkühlung  auf  30°C 
durchgeführt. 
Zur Beobachtung der Aufnahme und Reorganistion von markiertem Protein in einer 
Zellkultur  wurde  diese  bis  zur  Konfluenz  bei  37°C  belassen.  Die  Zellkulturen 
wurden  für  2 h  einer  10 μg/ml‐haltigen  FN‐TAMRA‐Lösung  in  Zellkulturmedium 
ausgesetzt. Anschließend wurden die Zellkerne mit Höchst  Farbstoff  33342  für  30 
min bei 37°C markiert. 
 
Für  ZO‐1‐Antikörperfärbungen  wurde  der  primäre  Antikörper:  clone  1,  isotype 
Maus  IgG  (BD  Biosciences,  San  Jose, USA)  und  als  sekundärer Antikörper: Alexa 
Fluor® 546 goat anti‐mouse IgG (y1) (Molecular Probes, Eugene, USA) verwendet. 
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7 Verzeichnis der wichtigsten Abkürzungen 
 
ACPA  4,4´‐Azobis(4‐cyanopentansäure) 
ACPA‐CTA  Kettenübertragungsreagenz hergestellt mit ACPA 
AIBN  Azobisisobutyronitril 
AIBN‐CTA  Kettenübertragungsreagenz hergestellt mit AIBN 
Ar  Argon 
ATRP  Atom Transfer Radical Polymerisation 
BDTB  Benzyldithiobenzoat 
BSA  Bovine Serum Albumine (Rinderalbumin) 
CTA  Chain Transfer Agent 
DAPI  4´,6‐Diamino‐2‐phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff zur Färbung der 
Zellkerne 
DEGMA  Diethylenglykolmathacylat 
DMAc  Dimethylacetamid 
DMF  Dimethylformamid 
DSC  Differential Scanning Calorimetry 
ECM  extrazelluläre Matrix 
EG  Ethylenglykol 
FN  Fibronektin 
FN‐TRITC  TRITC markiertes Fibronektin 
FTIR  Fourier‐Transformation‐Infrarot‐Spektroskopie 
Gew.%  Gewichtsprozent 
GPC  Gelpermeationschromatographie 
HCEC  Human Corneal Endothelial Cell 
HUVEC  Human Umbilical Vein Endothelial Cell 
IPF  Leibniz‐Institut für Polymerforschung 
K  Kelvin 
LCST  lower critical solution temperature 
LiCl  Lithiumchlorid 
LN  Laminin 
Makro‐CTA  Makrokettenübertragungsreagenz 
Mol.%  Molprozent 
NASI  N‐(Acryloxi)succinimid 
NHS  N‐Hydroxysuccinimid 
NHSMAAm  N‐Pentylaktivester‐methacrylamid 
NiPAAm  N‐(Isopropyl)acrylamid 
NMR  Nuclear Magnetic Resonance (‐Spektroskopie) 
NMRP  Nitroxide‐Mediated Radical Polymerisation 
P(NiPAAm)  Poly(N‐(Isopropyl)acrylamid) 
P(NiPAAm‐co‐
NHSMAAm) 
statistisches Copolymer aus N‐Pentylaktivester‐methacrylamid 
und NiPAAm 
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P0  P(NiPAAm)‐Homopolymer 
P0,Block  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm) Homopolymer, wie P0‐CTA 
P0,RAFT  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm) 
P0‐CTA  P(NiPAAm)‐Makrokettenübertragungsreagenz 
P1  statistisches P(NiPAAm‐co‐DEGMA)‐Copolymer mit einem 
Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil 
P2,5  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm‐co PEG475MA)‐Copolymer 
mit 2,5 Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil 
P20,RAFT  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)‐Copolymer 
mit 20 Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil 
P21, Block  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm‐b‐PEG475MA)‐
Blockcopolymer mit 21 Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil im 
PEG457MA‐Block 
P25  statistisches P(NiPAAm‐co‐PEG2080MA)‐Copolymer mit 25 
Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil 
P36, Block  kontrolliert hergestelltes P(NiPAAm‐b‐DEGMA)‐Blockcopolymer 
mit 36 Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil im DEGMA‐Block 
P5  statistisches P(NiPAAm‐co‐PEG475MA)‐Copolymer mit fünf 
Gewichtsprozent Ethylenglykolanteil 
PEG  Polyethylenglykol 
PEG2080MA  Polyethylenglykolmethacrylat der Molmasse 2080 g/mol 
PEG475MA  Polyethylenglykolmethacrylat der Molmasse 475 g/mol 
PEGMA  Polyethylenglykolmethacrylat 
RAFT  Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer Polymerisation
RGD  Aminosäuresequenz aus Arginin, Glycin und Asparaginsäure 
RT  Raumtemperatur 
TAMRA  Tetramethylrhodamin 
Tcr.  kritische Phasenübergangstemperatur 
TRITC  (Tetramethylrhodamin)isothiocyanat 
u. a.  und andere, unter anderem 
UV‐Vis‐  Ultraviolett‐visuell‐ 
z. B.  zum Beispiel 
ZO‐1  „tight junction“ anzeigendes Protein in der Zellwand von 
geschlossenen Zellschichten 
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Die  vorliegende Arbeit wurde  im Zeitraum  vom  September  2002  bis  Juli  2006  im 
Leibniz‐Institut  für Polymerforschung Dresden  e.V. unter der Betreuung von Frau 
Professor Brigitte Voit angefertigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Versicherung 
 
Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter 
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die 
aus fremden Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche 
kenntlich gemacht. Die Arbeit wurde bisher weder  im  Inland noch  im Ausland  in 
gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt. 
 
Hiermit  erkenne  ich  die  Promotionsordnung  der  Fakultät  Mathematik  und 
Naturwissenschaften an der Technischen Universität Dresden vom 20. März 2000, in 
der Fassung der vom Fakultätsrat am 19.06.2002 und 12.07.2002 beschlossenen und 
mit  Erlass  des  Sächsischen  Staatsministeriums  für Wissenschaft  und  Kunst  vom 
18.03.2003 genehmigten Änderungen gemäß Satzung vom 16.04.2003 an. 
 
 
Frühere Promotionsverfahren haben nicht stattgefunden. 
 
 
Dresden, 10. Juli 2006 
